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ABSTRACT

Antibacterial Activity of Red Algae (Eucheuma Spinosum) Against

Staphylococcus epidermidis and Escherichia coli Bacteria

By
PUTU URVASI ARI UTAMI

Background: Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis are normal flora of the
body that can become pathogens and cause various types of infections associated with
medical devices. Infections caused by these bacteria can be treated by suppressing the
growth or killing the bacteria with antibacterial injection. Antibacterial can be obtained
from nature such as red algae (Eucheuma spinosum) which have antibacterial properties,
antifungal properties and anti-inflammatory properties.

Methods: The design of this study was quantitative research with laboratory observational
experimental methods. This study tested the inhibition of red algae extract (Eucheuma
spinosum) with concentrations of 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, and 100% on
the growth of Staphylococcus epidermidis bacteria and Escherichia coli bacteria using the
Kirby-bauer diffusion method, liquid dilution, and solid dilution to assess the inhibition
zone, Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC).

Results: The results of this study indicated the presence of an inhibition zone of red algae

(Eucheuma spinosum) extract against Staphylococcus epidermidis bacteria and Escherichia

coli bacteria at all concentrations. For MIC on Staphylococcus epidermidis obtained at a

concentration of 100% and Escherichia coli obtained at a concentration of 90% and 100%.

MIC on Staphylococcus epidermidis was not obtained, and Escherichia coli was obtained

at a concentration of 90% and 100%.

Conclusion: There is an inhibitory effect of red algae (Eucheuma spinosum) extract on the

growth of Staphylococcus epidermidis bacteria and Escherichia coli bacteria.

Keywords: Eucheuma spinosum, Escherichia coli, inhibition zone, minimum bactericida
concentration (MBC), minimum inhibition concentration (MIC),
Staphylococcus epidermidis



ABSTRAK

Uji Aktivitas Aktivitas Antibakteri Alga Merah (Eucheuma Spinosum)
Terhadap Bakteri Staphylococcus Epidermidis Dan Escherichia Coli

Oleh
PUTU URVASI ARI UTAMI

Latar Belakang: Escherichia coli dan Staphylococcus epidermidis merupakan flora
normal tubuh yang dapat menjadi patogen dan menyebabkan berbagai jenis infeksi yang
berasosiasi dengan peralatan medis. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri-bakteri tersebut
dapat ditangani dengan menekan pertumbuhan atau mematikan bakteri dengan pemberian
antibakteri. Antibakteri bisa didapatkan dari alam seperti alga merah (Eucheuma spinosum)
yang memiliki sifat antibakteri, antijamur, dan antiinflamasi.

Metode: Desain penelitian ini adalah penelitian kuantitatif dengan metode ekperimental
observasional laboratorik. Penelitian ini menguji daya hambat ekstrak alga merah
(Eucheuma spinosum) dengan konsentrasi 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, dan
100% terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis dan bakteri Escherichia
coli dengan metode difusi Kirby-bauer, dilusi cair, dan dilusi padat untuk menilai zona
hambat, Kadar Hambat Minimum (KHM), dan Kadar Bunuh Minimum (KBM).

Hasil: Hasil penelitian ini menunjukkan adanya zona hambat ekstrak alga merah
(Eucheuma spinosum) terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan bakteri
Escherichia coli pada seluruh konsentrasi. Untuk KHM pada Staphylococcus epidermidis
didapatkan pada konsentrasi 100% dan Escherichia coli didapatkan pada konsentrasi 90%
dan 100%. KHM pada Staphylococcus epidermidis tidak didapatkan hasil, dan Escherichia
coli didapatkan pada konsentrasi 90%.

Simpulan: Terdapat daya hambat ekstrak alga merah (Eucheuma spinosum) terhadap
pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis dan bakteri Escherichia coli.

Kata Kunci: alga merah, Eucheuma spinosum, Escherichia coli, kadar bunuh minimum
(KBM), kadar hambat minimum (KHM), Staphylococcus epidermidis, zona
hambat
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PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Treatment atau tindakan yang diberikan kepada seseorang yang sedang
sakit akan berbeda dengan orang lain tergantung dengan kondisinya. Salah
satu contoh treatment yang diberikan adalah pemasangan kateter, baik
kateter intravena perifer atau sentral sebagai tempat memasukkan obat-
obatan, cairan, atau nutrisi, serta kateter urin yang digunakan untuk
membantu pasien mengeluarkan urine (Otto, 2010). Namun dibalik itu
kateter atau perangkat medis lain yang digunakan untuk membantu pasien
dapat menyebabkan infeksi bila terdapat bakteri pathogen yang masuk ke
dalam tubuh melalui perangkat medis tersebut (Brescho, Harris,

Thompson, dan Stanoic, 2017).

Bakteri pathogen dapat berasal dari flora normal tubuh yang berperan
penting dengan menghasilkan zat yang mampu menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lain. Flora normal diartikan sebagai mikroorganisme yang
dapat hidup pada membran mukosa dan kulit manusia tetapi tidak
menyebabkan penyakit bagi seseorang. Dalam kondisi tertentu flora
normal dapat menyebabkan penyakit apabila terjadi perubahan substrat
atau perpindahan dari tempat hidup semestinya pada saat imunitas
seseorang dalam kondisi lemah (Jawetz, Melnick, dan Adelberg, 2012;
Michael, John, dan Jack, 2006).

Flora normal tubuh yang berubah menjadi pathogen dapat menyebabkan
berbagai penyakit infeksi seperti Escherichia coli dan Staphylococcus



epidermidis. Escherichia coli merupakan salah satu flora normal tubuh
yang sering dijumpai pada saluran pencernaan, dan diketahui sebagai
penyebab kasus-kasus infeksi yang berhubungan dengan peralatan medis
seperti pemakaian kateter (Triana, 2018; Amelia, 2011; Rahayu, Nurjanah,
dan Komalasari, 2018). Sedangkan Staphylococcus epidermidis
merupakan flora normal yang dapat tumbuh dan berkembang dalam kulit
dan membran mukosa manusia namun, bila bakteri ini terus menerus
tumbuh dan berkembang di dalam kulit maka akan dapat menyebabkan
peradangan serius dan sekresi nanah. Pada manusia Staphylococcus
epidermidis dapat menjadi penyebab pembengkakan seperti jerawat,
infeksi saluran kemih, ginjal dan kulit. (Jawetz, Melnick, dan Adelberg, 2012;
Sutrisno, 2013).

Infeksi saluran kemih (ISK) merupakan infeksi nosokomial yang sering
kali terjadi, sekitar 80% kasus ISK dihubungkan dengan penggunaan
kateter urin. Sekitar 25-50% infeksi nosokomial disebabkan karena
kombinasi flora normal pada pasien yang menggunakan alat-alat invasif.
Catheter-associated Urinary Tract Infection (CAUTI) umumnya
disebabkan karena patogen yang menyebar dalam ruang periuretral dan
perineum, dapat juga disebabkan karena infeksi silang yang berasal dari
petugas kesehatan yang mengirigasi kateter. Patogen yang sering kali
ditemukan pada infeksi ISK adalah Escherichia coli (Sie, Waworuntu, dan
Porotuo, 2014). Escherichia coli adlaah bakteri gram negatif di saluran
pencernaan makhluk hidup, bakteri ini juga dapat hidup di lingkungan
biotik maupun abiotik dan bertahan di lingkungan rendah nutrisi (Rahayu,

Nurjanah, dan Komalasari, 2018).

Berdasarkan Healthcare Associated Infections (HAIs), Staphylococcus
epidermidis dianggap sebagai penyebab paling sering dari infeksi terkait
perawatan kesehatan dengan perangkat medis (Nuryastuti, 2018).
Staphylococcus epidermidis setidaknya menyumbang 22% dari infeksi
aliran darah pada pasien unit perawatan intensif di AS, setidaknya terjadi



pada 4-5/1000 pemasangan kateter intravena perifer atau sentral (Otto,
2010). Staphylococcus epidermidis adalah bakteri gram positif yang hidup

pada kulit, saluran respirasi, dan saluran gastrointestinal (Radji, 2011).

Penyakit yang diakibatkan bakteri-bakteri tersebut dapat ditangani dengan
menekan pertumbuhan atau mematikan bakteri dengan pemberian
antibakteri. Antibakteri bisa didapatkan dari alam, seperti tanaman yang
memiliki aktivitas antibakteri, antijamur, dan antiinflamasi. Salah satu
tanaman yang memiliki tiga kriteria tersebut adalah makroalga (Kasanah,
Triyanto, Seto, Amelia, dan Isnansetyo, 2015; Srikong, Mittparp- athorn,
Bovornreungroj, 2015). Makroalga hidup di perairan dengan menempel
pada substrat seperti bebatuan, kayu, dan lain-lain. (Marianingsih, Amelia,
Suroto, 2013).

Makroalga diklasifikasikan menjadi empat kelas berdasarkan warna atau
pigmennya yaitu chlorophyta (alga hijau), cyanophyceae (alga biru-hijau),
rhodophyta (alga merah), dan phaeophyta (alga coklat). Alga merah
merupakan alga dengan spesies terbanyak yakni sekitar 452 spesies
(Pakidi, dan Suwoyo 2017). Alga merah diketahui menghasilkan bahan
aktif metabolit yang dapat melindungi dirinya dari penyakit atau predator.
Metabolit primer berperan sebagai antioksida, antialergi, dan antikanker.
Sedangkan metabolit sekundernya memiliki aktivitas antijamur,
antibakteri, dan antiinflamasi (Kasanah, Triyanto, Seto, Amelia, dan

Isnansetyo, 2015; Srikong, Mittparp- athorn, Bovornreungroj, 2015).

Alga merah jenis Eucheuma spinosum merupakan salah satu dari ratusan
spesies alga merah yang banyak dibudidayakan di Indonesia. Provinsi
Lampung merupakan salah satu daerah di Indonesia yang strategis untuk
membudidayakan makroalga seperti di daerah Padang Cermin, Kalianda,
dan Bengkunat (Pemerintah Daerah Provinsi Lampung, 2000). Eucheuma
spinosum mengandung serat pangan, kaya akan vitamin A, B, C, karoten,

senyawa antioksidan, dan antibakteri (Damongilala, Sanger, Kseger, dan
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Montolalu, 2019). Sebagai antibakteri ekstrak Eucheuma spinosum mampu
membunuh atau menekan pertumbuhan serta reproduksi bakteri dengan
tujuan mencegah berbagai penyakit, infeksi, dan membasmi beragam

mikroorganisme (Wahyuni, 2016).

Penelitian yang dilakukan oleh Sri Wahyuni tentang “Uji Aktivitas
Antibakteri Alga Merah Eucheuma spinosum Asal Perairan Galesong
kabupaten Takalar Terhadap Bakteri Salmonella thypi dan Bacillus
subtilis” dijelaskan bahwa alga merah spesies Eucheuma spinosum yang
diekstrak menggunakan etanol dan kloroform terhadap bakteri Salmonela
thypi menghasilkan daya hambat sebesar 5,7 mm. Pada alga merah yang
diekstrak dengan menggunakan etanol dan kloroform terhadap bakteri
Bacillus subtilis menghasilkan daya hambat sebesar 3,6 mm. Karakteristik
bakteri yang menjadi bahan uji pada penelitian Sri Wahyuni memiliki
kesamaan dengan bakteri yang menyebabkan penyakit infeksi nosocomial

seperti Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli.

World Health Organization (WHO) pada tahun 2012 menyatakan bahwa
10% infeksi nosocomial di wilayah Asia Tenggara. Dampak infeksi
nosocomial tidak hanya menimbulkan kerugian dalam segi materi pasien
saja namun juga kesehatan pasien (Riani dan Syafriani, 2019). Berdasarkan
hal tersebut, peneliti tertarik untuk mengembangkan terapi penyembuhan
infeksi nosokomial dengan memanfaatkan bahan alam yang dimiliki
sebagian besar wilayah Indonesia yakni ekstrak etanol alga merah
(Eucheuma spinosum). Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas
antibakteri ekstrak alga merah spesies Eucheuma spinosum terhadap
bakteri Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli.

Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian diatas dapat dirumuskan pertanyaan peneliti “Apakah
terdapat aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma spinosum
terhadap Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli?”



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum

Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma
spinosum terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan

Escherichia coli.

Tujuan Khusus

Berdasarkan tujuan umum maka dapat disusun suatu tujuan khusus
sebagai berikut:

a. Mengetahui zona hambat alga merah Eucheuma spinosum
terhadap pertumbuhan Staphylococcus epidermidis dan
Escherichia coli

b. Mengetahui kadar hambat minimum (KHM) alga merah
Eucheuma spinosum terhadap Staphylococcus epidermidis
dan Escherichia coli

c. Mengetahui kadar bunuh minimum (KBM) alga merah
Eucheuma spinosum terhadap Staphylococcus epidermidis

dan Eschericia coli

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Untuk Peneliti

Penelitian ini diharapkan bermanfaat untuk menambah pengetahuan
dan pengalaman belajar peneliti mengenai terdapat atau tidaknya
aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma spinosum

terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli.

Manfaat Untuk Institusi

Bagi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung, dapat digunakan
sebagai referensi mengenai informasi ilmiah terkait terdapat atau

tidaknya aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma
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spinosum terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan
Escherichia coli.

Manfaat Untuk Masyarakat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang
manfaat alga merah Eucheuma spinosum terhadap bakteri
Staphylococcus  epidermidis dan  Escherichia coli  yang

menyebabkan infeksi nosocomial.
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2.1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus berasal dari bahasa latin yakni staphele yang memiliki arti
anggur. Dapat diartikan Staphylococcus bahwa adalah bakteri gram positif,
berbentuk kokus, bersifat anaerob fakultatif, yang tersedia dalam bentuk
tunggal, berpasangan, tetrad, atau kelompok seperti anggur, tidak
menghasilkan pigmen, berwarna putih porselen (Boleng, 2015; Jawetz
Melnick, dan Adelberg, 2010).

Staphylococcus epidermidis adalah anggota staphylococcus yang paling
sering  diisolasi.  Staphylococcus epidermidis  dibedakan  dari
Staphylococcus aureus karena ketidakmampuannya menghasilkan
koagulase (koagulase negatif) (MVuong, 2002). Staphylococcus epidermidis
merupakan flora normal tubuh yang terdapat di nasofaring dan saluran
pernapasan atas, saluran urogenital pada wanita, uretra bagian distal, mata,
dan kulit. Pada kondisi kulit yang normal bakteri ini tidak berbahaya,
namun bila ada perubahan pada kondisi kulit dapat mengubah bakteri
menjadi  bersifat pathogen.  Staphylococcus epidermidis  dapat

menyebabkan pernanahan (Nikham, 2006).



2.1.1. Klasifikasi Staphylococcus epidermidis

Klasifikasi Staphylococcus epidermidis (Jawetz et al. 2010):
Divisi : Eukariota

Kelas : Schizomucetes

Ordo : Eubacteriales

Family : Micrococcaceae

Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus epidermis

Gambar 1. Koloni Makroskopis Staphylococcus epidermidis (Lewis, 2001)

2.1.2. Patofisiologi Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis adalah salah satu penyebab paling
umum dari infeksi nosokomial. Pasien dengan katup prostetik,
perangkat jantung, jalur sentral, kateter, dan penggunaan obat 1V
paling berisiko terinfeksi spesies ini. Hal ini juga sangat umum di

kalangan neonatus (Lewis, 2001)

Salah satu faktor penting yang memungkinkan spesies koagulase
negatif untuk bertahan hidup di lingkungan yang keras adalah
produksi biofilm. Pembentukan biofilm terjadi dengan adhesi awal
ke permukaan asing atau endotelium, yang menyebabkan akumulasi
ke dalam struktur multiseluler. Setelah terbentuk, biofilm
melindungi terhadap pertahanan inang bawaan melalui eksopolimer
pelindung yang disebut asam poli-y-glutamat. Eksotoksin dan
endotoksin lain juga tampaknya menyebabkan reaksi imun dan
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virulensi di dalam inang, salah satunya adalah toksin peptida PSM
yang mengkode pulau resisten metisilin (Vuong, 2002)

Pembentukkan Biofilm

Salah satu karakteristik virulensi utama dari Staphylococcus
epidermidis terkait dengan adhesi mereka ke permukaan substrat
dan pembentukan biofilm berikutnya (Vuong, 2002 dan Bresco,
Haris, Thompson, dan Stanoic, 2017). Biofilm adalah populasi sel
yang tumbuh di permukaan dan tertutup dalam matriks zat polimer
ekstraseluler (EPS) yang diproduksi sendiri. Biofilm terkenal sulit
untuk diberantas dan merupakan sumber dari banyak infeksi sulit
(Lewis, 2001). Pembentukan biofilm bakteri terdiri dari sejumlah
proses fisik, biologi, dan kimia. Kontribusi relatif dari setiap proses
berubah sepanjang pengembangan biofilm dan tergantung pada
kondisi lingkungan dan hidrodinamik yang berlaku (Bryers, 2009).
Secara umum, pembentukan biofilm dapat digambarkan dalam lima
fase (Nuryastuti, 2018):

Gambar 2. Pembentukkan Biofilm (Nuryastuti, 2018)

1. Permukaan substrat akan ditutupi dengan film yang terdiri atas
protein dan glikoprotein berfungsi sebagai ligan pengikat
reseptor pada bakteri yang berkoloni. Pembentukan biofilm
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berlanjut dengan transportasi bakteri ke antarmuka substrat-
cair, yang diatur oleh kombinasi mekanisme transportasi,
termasuk gerak Brown, gravitasi, difusi, konveksi, atau
motilitas intrinsik mikroorganisme.

2. Pada fase ini bakteri bersifat reversible, factor-faktor yang
terlibat dalam adhesi awal ke permukaan substrat baik interaksi
spesifik dan non-spesifik diatur oleh sifat fisikokimia seperti
muatan permukaan, hidrofobisitas, dan struktur kimia bakteri
dan permukaan substrat.

3. Adhesi bakteri yang bersifat reversibel berubah menjadi
ireversibel, antara lain karena interaksi protein-protein dan
produksi EPS.

4. Fase keempat adalah kolonisasi permukaan. Bakteri yang
menempel tumbuh dan membelah, membentuk mikrokoloni

yang dianggap sebagai unit organisasi dasar biofilm.

5. Langkah terakhir adalah pelepasan bakteri individu atau
agregat, yang memungkinkan bakteri menyebar ke area lain
untuk kolonisasi permukaan lebih lanjut. Dalam pengaturan
klinis, langkah terakhir ini umumnya mengarah pada infeksi

sistemik yang parah.

2.1.4. Manifestasi Klinis dari Infeksi Staphylococcus epidermidis

Beberapa kelompok penduduk rentan terinfeksi mikroorganisme ini.
Kelompok yang beresiko tinggi yakni neonates prematur, individu
dengan gangguan kekebalan, dan pasien dengan perangkat medis
yang terpasang. Meningkatnya penggunaan bahan asing di hampir
semua bidang kedokteran modern dikaitkan dengan risiko infeksi
bakteri. Morbiditas dan mortalitas infeksi terkait biomaterial dapat
bervariasi sesuai dengan kondisi pasien yang mendasarinya, strain
mikroba yang terlibat, dan jenis perangkat (Bresco, Haris,

Thompson, dan Stanoic, 2017).



11

Staphylococcus epidermidis menjelaskan sebagian besar infeksi
yang terkait dengan biomaterial yang dimasukkan sementara dan
ditanamkan secara permanen. Kehadiran dari biomaterial secara
signifikan membahayakan kemampuan inang untuk mengatasi
mikroorganisme menular. Mikroorganisme ini dapat mencapai
implan biomaterial dengan beberapa cara dan pada waktu yang

berbeda setelah implantasi (Lindsay, 2006).

Staphylococcus epidermidis adalah agen yang paling sering dari
kateter vena sentral (CVVC) dan Bloodstream infection (BSI) terkait
kateter umbilikal (Infeksi Aliran Darah) di ICU neonatus. Kelompok
CoNS (Staphylococcus koagulase-negatif) dapat menyebabkan
infeksi invasif lebih lanjut pada bayi prematur, seperti endokarditis
infektif, meningitis, dan fascilitis nekrotikans (Vuong, 2022 ; Suja,
Sheela, Jyothis, dan Radhakrishnan, 2019). Selain itu,
Staphylococcus epidermidis juga dianggap sebagai penyebab utama
septikemia pada pasien demam yang menderita neutropenia yang
diinduksi kemoterapi, yang merupakan sekitar 20% hingga 40%
kasus (Vuong, 2022).

2.2. Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang dengan
ukuran berkisar antara 1.0-1.5 pum x 2.0-6.0 pum, tidak motil atau motil
dengan flagela serta dapat tumbuh dengan atau tanpa oksigen, bersifat
fakultatif anaerobik dan dapat tahan pada media yang rendah nutrisi.
Bakteri ini hidup dalam saluran pencernaan manusia atau hewan namun
juga mampu bertahan hidup pada lingkungan abiotik seperti air tawar, air
laut, dan tanah (Rahayu, 2018).

Escherichia coli berada dalam usus besar dan berfungsi untuk membantu

proses pencernaan dan pembusukan sisa-sisa makanan dalam usus besar.
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Selain itu Escherichia coli berfungsi menekan pertumbuhan bakteri jahat
dan produksi vitamin K (Sutiknowati, 2016).

2.2.1. Klasifikasi Escherichia coli

Menurut Escherich 1885 dalam Sutiknowati, 2016 klasifikasi
Escherichia coli sebagai berikut:
Kingdom : Eubacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family  : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies  : Escherichia coli

Gambar 3. Klasifikasi Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)

2.2.2. Patogenesis Escherichia coli

Pada dasarnya bakteri Escherichia coli bersifat tidak berbahaya dan
hidup dalam saluran pencernaan manusia. Namun bila bakteri ini
memperoleh tambahan gen virulensi dari mikroorganisme lain
melalui mekanisme transformasi, konjugasi, atau transduksi,
Escherichia coli yang bersifat baik ini dapat berubah menjadi

patogen (Rahayu, Nurjanah, dan komalasari, 2018).

Sifat patogenik Escherichia coli dikelompokkan ke dalam beberapa

jenis berdasarkan pada mekanisme patogenitas, virulensi, dan



2.2.3.

13

sindrom klinis yang ditimbulkan yaitu Enterotoksigenik Escherichia
coli (ETEC), Enteropatogenik Escherichia coli (EPEC),
Enterohemoragik  Escherichia coli (EHEC), Enteroinvasif
Escherichia coli (EIEC), Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC),
dan Difusi Adheren Escherichia coli (DAEC). Dari enam jenis
Escherichia coli patogen, masing-masing memiliki gen virulensi
yang spesifik, tetapi beberapa diantaranya juga dapat memiliki
faktor virulensi yang sama, seperti EPEC dan EHEC yang sama-
sama memiliki intimin (suatu protein yang memungkinkan bakteri
patogen untuk menempel pada usus dan menimbulkan luka)
(Sutiknowati, 2016).

Komensal E coli
¢ od’
Atypical "[’ LT'ST
inss enterotoksin / l \
v

LEE PAI (intimin)

f— 0 il C plasmid

v @ v 0 frmbeine
EAF plasmid Stx Q J [ i V
g) '9] ETEC EIEC 01

I DAEC

ypical
EPEC EHEC EAB

Gambar 4. Virulensi Patogenitas Escherichia coli (Sutiknowati, 2016)

Manifestasi Klinis yang Ditimbulkan

Gejala klinis yang ditimbulkan oleh strain Escherichia coli patogen
umumnya bertanggung jawab atas tiga tipe infeksi pada manusia,
yaitu infeksi pada saluran pencernaan yang mengakibatkan diare,
infeksi saluran kemih, dan meningitis neonatal. Infeksi pada saluran
pencernaan yang sering dikaitkan dengan pangan disebabkan oleh
kelompok diarrheagenic Escherichia coli, seperti EHEC, ETEC,
EIEC yang bertanggung jawab terhadap diare akut dan parah,
sementara itu kelompok EPEC, EAEC, dan DAEC berasosiasi
dengan diare sedang hingga kronis. Infeksi saluran kemih
disebabkan oleh kelompok Uropathogenic Escherichia coli (UPEC)
dan meningitis disebabkan oleh kelompok Neonatal Meningitis
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Escherichia coli (NMEC). Keduanya merupakan jenis infeksi yang
terjadi diluar saluran pencernaan atau dikenal dengan Extracellular
Pathogenic Escherichia coli (EXPEC) (Kaper, 2004 ; Croxen, 2010).

2.3. Eucheuma spinosum

Rumput laut atau alga (seaweed) merupakan tanaman tingkat rendah,
memiliki morfologi yang mirip dengan tanaman pada umumnya namun
sebenarnya berbeda seperti batang, akar, dan daun sejati yang lebih sering
dikenal dengan talus (Podungge, Damongilala, dan Mewengkang, 2018).
Talus merupakan morfologi dari tanaman thallophyte, talus menggantikan
fungsi dari akar, batang, dan daun sejati. Talus memiliki bentuk yang
bermacam-macam seperti tabung, bulat, pipih, bulat menyerupai kantong,

gepeng, dan sebagainya (Alam, 2011).

Thallophyte memiliki tiga kelas yang dibedakan berdasarkan kandungan
pigmen dan Kklorofilnya, yakni Chlorophyceae (ganggang hijau),
Phaeophyceae (ganggang coklat), dan Chlorophyceae (ganggang hijau).
Eucheuma spinosum adalah salah satu jenis rumput laut dari kelompok
Rhodophyceae (Alam, 2011). Eucheuma spinosum memiliki talus
berwarna kuning kecoklatan hingga merah keunguan, bercabang-cabang
tidak beraturan (Hijaz, 2009).

Gambar 5. Morfologi Eucheuma spinosum (Yuliana, 2013)
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Menurut Anggadiredja, Zatnika, Purwoto, dan Istini, (2006) alga merah
Eucheuma spinosum diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Filum : Rhodophyta

Kelas : Rhodopyceae
Family : Soliereceae

Genus : Eucheuma

Spesies : Eucheuma spinosum

Eucheuma spinosum dapat tumbuh menempel pada terumbu karang,
bebatuan, bahkan cangkang kerang (Alam, 2011). Hidup di kedalaman 10-
50 m dengan rata-rata suhu 30°C, tanaman ini membutuhkan sinar matahari
untuk berfotosintesis (Farnani, Cokrowati, dan Farifa, 2011; Kurniawan,
Aryawati, dan Putri, 2018).

Alga merah memiliki kandungan unsur-unsur mikro seperti:
Tabel 1. Kandungan Unsur-Unsur Mikro dalam Alga Merah (Hijaz, 2009)

Komponen Jumlah (%)
Air 17,8
Karbohidrat 33,3
Protein 5,4

Lemak 8,6

Abu 22,25

Klor (CI) 1,5-35

Makroalga ini tidak beracun tingginya karbohidrat membuat alga ini sering
dikonsumsi oleh masyarakat bukan sebagai pengganti nasi namun sebagai
sayur. Seiring dengan berkembangnya ilmu pengetahuan, Eucheuma
spinosum Kini tidak hanya digunakan sebagai bahan pangan namun juga
bahan kosmetik, obat, bahkan tekstil (Podungge, Damongilala, dan
Mewengkang, 2018). Tidak hanya itu, makroalga merupakan salah satu
komoditas laut yang diperjualbelikan secara global dan salah satu

komoditas ekspor Indonesia (Yuliana, 2013).
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2.4. Metabolit Sekunder Alga Merah

Alga merah memiliki metabolit primer dan sekunder. Metabolit primer
diartikan sebagai senyawa yang terlibat langsung dalam proses
pertumbuhan tumbuhan. Metabolit sekunder merupakan senyawa yang
dihasilkan pada jalur metabolisme, walaupun dibutuhkan oleh tanaman
namun perannya dianggap tidak terlalu penting seperti metabolit primer.
(Julianto, 2019). Meskipun begitu, metabolit sekunder sangat banyak
manfaatnya bagi manusia dan makhluk hidup lainnya karena metabolit
sekunder dapat bersifat sebagai obat, vitamin, bahkan hormon (Pratiwi,
2008 dalam Wahyuni, 2016). Alga merah dikenal memiliki bioaktif
metabolit sekunder. Senyawa bioaktif yang terdapat dalam Eucheuma
spinosum yakni flavonoid, triterpenoid, alkaloid, dan askorbat (Wahyuni,
2016).

2.4.1. Flavonoid

Flavanoid adalah salah satu senyawa terbesar yang berasal dari
golongan fenolik alam, merupakan senyawa polar yang memiliki
gugus hidroksil yang dapat larut dalam pelarut polar sepertiair,
etanol, buthanol, dan aseton. Senyawa ini memiliki sifat pereduksi
yang baik, yaitu mengalami oksidasi, dan menghambat reaksi
enzimatik. Flavonoid juga berperan sebagai penangkal radikal

seperti hidroksi dan superoksidasi. (llyas, 2013).

OH

Gambar 6. Struktur Flavonoid (llyas, 2013)
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2.4.2. Triterpen

2.4.3.

Triterpen merupakan kelompok senyawa terpen dengan jumlah unit
isoprene sebanyak enam dan memberikan sejumlah aktivitas
biologis penting. Triterpen terdiri dari beberapa senyawa yang
memiliki ciri khas, seperti asam ursolat dan asam oleanolat, serta
senyawa lain yang masih termasuk dalam senyawa terpenoid (llyas,
2013).

Gambar 7. Struktur Triterpen (llyas, 2013)

Akaloid

Alkaloid adalah senyawa bersifat basa organic yang disintesis oleh
organisme hidup, selain itu mengandung satu atau lebih atom
nitrogen heterosiklik yang berasal dari asam amino dan farmakologi
aktif. Alkaloid masuk kedalam kelompok metabolit sekunder yang

memiliki zat terisolasi lebih dari 12.000 zat.

(a) (b) () (d) (e)

Gambar 8. Struktur Alkaloid. (a) pirolidin, (b) piperidin, (c) indol, (d)
kuinolon, dan (e) isokuinolon (llyas, 2013)
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Eucheuma spinosum merupakan sampel padat maka untuk menentukan

fitokimianya diperlukan beberapa langkah, salah satunya dengan ekstraksi.

Ekstraksi dapat diartikan sebagai cara mendapatkan zat aktif yang terdapat

di dalam ekstrak dengan menggunakan pelarut polar maupun nonpolar

(Isnawati, dan Agustina, 2018). Dalam bukunya, llyas mengatakan

ekstraksi merupakan proses pemisahan dengan perpindahan massa

komponen kimia yang berada di dalam sampel bahan alam ke dalam pelarut

(llyas, 2013).

Ekstraksi dapat dilakukan dengan dua cara, yakni:

a. Tanpa pemanasan

1)

2)

Maserasi

Maserasi merupakan metode sederhana yang sering
digunakan dan dapat meminimalisir rusaknya senyawa-
senyawa yang bersifat tidak tahan terhadap panas.
Perkolasi

Serbuk ekstrak dibasahi dengan perlahan dalam percolator.
Sampel akan senantiasa dialiri oleh pelarut baru sehingga

cukup memakan banyak waktu dan pelarut yang banyak.

b. Dengan Pemanasan

1)

2)

Refluks

Sampel yang telah dimasukkan kedalam pelarut selanjutnya
akan dipanaskan sampai mencapai titik didih. Destilasi uap
akan ditampung dalam sebuah wadah yang terhubung
dengan kondensor.

Soxhletasi

Metode ini merupakan metode yang umum digunakan,
dengan menempatkan serbuk ekstraksi di dalam sarung
selulosa yang di letakan dalam klonsong di atas erlenmeyer
dan dibawah kondensor. Lalu pelarut akan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer dan suhu pemanas diatur dibawah suhu

refluks.
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3) Digesti
Digesti merupakan metode dengan cara maserasi Kinetic
(pengadukan kontinyu) dengan menggunakan pemanasan
lemah, sekitar 40° -50°C (Arnianty, 2012).
4) Dekokta
Ekstraksi tanaman dengan menggunakan aquadest yang
dipanaskan pada suhu 90°C selama 30 menit (Haeria, 2014).
5) Infusa
Metode ini dibuat dengan infundasi yaitu membuat larutan
stok lalu dipanaskan hingga mencapai suhu 90°C sambal
diaduk dan disaring (Arnianty, 2012).

Metode ekstraksi dilakukan bergantung pada kodisi ketika proses ekstraksi
dilakukan seperti suhu, mekanik, dan jenis dari pelarut yang digunakan
(Haeria, 2014). Ragam ekstraksi yang digunakan bergantung pada tekstur
dan banyaknya air dari tumbuhan yang diekstraksi serta jenis senyawa yang
dilakukan isolasi (Wahyuni, 2016).

Antibakteri

Antibakteri merupakan zat penghambat pertumbuhan bakteri dan
digunakan secara khusus untuk mengobati infeksi. Cara kerja antibakteri
dibedakan menjadi dua yakni bakteriosidal dan bakteriostatik. Antibakteri
biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekunder.
Antibakteri bakteriostatik merupakan zat penghambat pertumbuhan
bakteri, sedangkan antibakteri bakteriosidal merupakan zat yang
mematikan bakteri (Ali dan Sufriyana, 2014).

Antibakteri umumnya bekerja dengan merusak dinding sel, mengubah
permeabilitas membrane, mengganggu sintesis protein, dan hambat kerja
dari enzim (Pelczar, Michael, dan Chan, 2008 dalam Septiani 2017).
Senyawa yang berperan untuk merusak dinding sel yaitu fenol, flavonoid,
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dan alkaloid. Senyawa tersebut memiliki potensi antibakteri alami pada

bakteri pathogen, seperti Staphylococcus epidermidis.

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan metode yang paling sering
digunakan yakni metode difusi. Metode difusi dilakukan dengan tiga cara
yaitu (Hudri, 2014):
a. Metode kertas cakram (disc diffusion)
Metode ini dilakukan guna menentukan aktivitas dari agen
antimikroba. Piringan ayng telah diisi dengan agen antimikroba
diletakkan pada media yang sudah ditanami mikroorganisme. Area
jernih  (clear zone) mengindikasikan adanya pertumbuhan
mikroorganisme yang terhambat akibat reaksi antimikroba.
b. E-test
Metode ini dipakai untuk menentukan KHM (kadar hambat
minimum). KHM dapat diartikan sebagai konsentrasi terkecil dari
agen antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan
mikroorganisme. Metode ini menggunakan strip plastik
antimikroba dari kadar tertinggi hingga terendah lalu diletakkan
pada permukaan media yang ditanami mikroorganisme.
c. Metode sumur
Mirip dengan metode difusi cakram, terlebih dahulu dibuat sumur
dengan menggunakan sedotan steril pada media agar yang telah
ditanami dengan mikroorganisme. Selanjutnya diberi agen

antimikroba yang akan diuji.
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Ekstrak Alga Merah
(Eucheuma spinosum)

A 4

Kandungan

senyawa aktif
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Saponin

Terpenoid

Saponin berperan
sebagai antibakteri
dengan merusak
permeabilitas
dinding sel yang
dapat menimbulkan
kematian sel

Terpenoid bereaksi
dengan porin di
membrane luar

dinding sel bakteri,

membentuk ikatan
polimer sehingga
mengurangi
permeabilitas
dinding sel

\4

\4

Alkaloid Flavonoid
Alkaloid akan Flavonoid akan
menghambat mentransduksi
pembentukkan
sintesis protein membrane
sehingga sitoplasma bakteri
mengganggu dan menghambat
metabolisme ilitas bakteri
bakteri motilitas bakteri

A\ 4

Menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus epidermidis dan

Escherichia coli

Gambar 9 Kerangka Teori

(llyas, 2013; Pelczar, 2008 dalam Septiani, 2017)




2.8. Kerangka Konsep

Variabel Independen

Ekstrak etanol alga merah
(Eucheuma spinosum)

Variabel Dependen

Y

Aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus epidermidis dan
Escherichia coli

Gambar 10. Kerangka Konsep

2.9. Hipotesis

Hipotesis pada penelitian ini dapat dibentuk sebagai berikut :

HO : Tidak terdapat aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma
spinosum terhadap Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli

H1 : Terdapat aktivitas antibakteri ekstrak alga merah Eucheuma spinosum

terhadap Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli




3.1.

3.2.

3.3.

BAB Il
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini  merupakan penelitian kuantitatif dengan metode
eksperimental observasional laboratorik. Metode eksperimen yang
digunakan pada penelitian ini adalah metode difusi Kirby-Bauer dan dilusi
cair (broth dilution), serta dilusi padat (solid dilution) untuk mengetahui
zona hambat, menganalisis KHM (Kadar Hambat Minimum) dan KBM
(Kadar Bunuh Minimum) ekstrak etanol alga merah (Eucheuma spinosum)

terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli.

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (FMIPA) dan Laboratorium
Mikrobiologi dan Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung
pada bulan Oktober 2022 — Januari 2023.

Mikroba Uji dan Bahan Uji Penelitian
3.3.1. Mikroba Uji Penelitian

Penelitian ini menggunakan mikroba uji yaitu bakteri
Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli. Bakteri ini
diperolen dari UPTD Balai Laboratorium Kesehatan Daerah

Provinsi Lampung.
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Bahan Uji Penelitian

Penelitian ini menggunakan alga merah (Eucheuma spinosum) yang
diperoleh dari tempat pembudidayaan rumput laut di perairan
Kalianda, Lampung Selatan. Alga merah (Eucheuma spinosum)
segar dicuci bersih dan ditiriskan, lalu dihaluskan serta ditimbang
sebanyak 1000 gr. Selanjutnya dimasukkan ke dalam masing-
masing toples, ditambahkan pelarut etanol.

Dilanjutkan dengan maserasi (metode ekstraksi dengan proses
perendaman bahan dengan pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif
yang akan diambil) selama 3%24 jam pada suhu ruang. Hasil
maserasi kemudian disaring dengan kertas saring Whatman no. 42
sehingga didapatkan hasil filtrat dan residu. Filtrat ini yang
selanjutnya disimpan untuk dilakukan evaporasi menggunakan
vacuum rotary evaporator dengan suhu 40°C hingga diperoleh
ekstrak yang kental. Ekstrak ini akan dihitung persentasi redemen
dan selanjutnya dilakukan uji fitokimia serta uji aktivitas antibakteri

(Podungge, Damongilala, dan Mewengkang, 2018)

Media Kultur

Media kultur yang digunakan pada penelitian ini yaitu MHA
(Mueller Hinton Agar) dan MHB (Mueller Hinton Broth).
Pemakaian MHA dipergunakan untuk mengidentifikasi zona
hambat, dan mengidentifikasi KHM (Kadar Hambat Minimum),
serta MHB dipergunakan untuk mengidentifikasi KBM (Kadar

Bunuh Minimum)
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3.3.4. Alat

Handschoon, masker, rak, gelas beker, tabung reaksi, petri dish,
jarum ose, inkubator, pipet, lampu Bunsen, jangka sorong, tabung
Erlenmeyer, penggaris, yellow tip, autoklaf, blank disc dan

antibiotic disc (eritromisin dan kloramfenikol).

3.4. Variabel Penelitian

3.4.1.

3.4.2.

Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah diameter zona hambat,
kadar hambat minimum (KHM), kadar bunuh minimum (KBM)
pada pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis, dan

Escherichia coli.

Variabel bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak alga merah
(Eucheuma spinosum) dalam berbagai tingkat konsentrasi 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, kontrol positif dengan

eritromisin dan kloramfenikol, serta kontrol negatif dengan aquades.



3.5. Definisi Operasional

Tabel 2. Definisi Operasional

Variabel Definisi Cara ukur Hasil Skala
Bebas
Ekstrak alga Zat yang Ekstrak Ekstrak alga merah Ordinal
merah diperoleh dari (Eucheuma  spinosum)
(Eucheuma hasil ekstraksi dengan konsentrasi 30%,
spinosum) alga merah 40%, 50%, 60%, 70%,
menggunakan 80%, 90%, 100%
cairan etanol
96%
(llyas, 2013).
Terikat
Aktivitas Kemampuan o Diffusi: digunakan e Zona hambat  Numerik
antibakteri suatu  bahan untuk  menentukan pertumbuhan  bakteri
terhadap untuk kemampuan terlihat dengan adanya
Staphylococcus menghambat senyawa antibakteri zona hambat (clear
epidermidis dan  pertumbuhan secara  kuantitatif. zone) yang terbentuk
Escherichia coli  bakteri dengan Dilakukan  dengan pada kelompok
berupa diameter metode  disk metode Well konsentrasi
zona hambat,  diffusion diffusion atau Kirby e Kadar hambat
kadar ~ hambat (Hudri, 2014). bauer (Novita, 2016 minimum
minimum dan Jawetz, 2005) pertumbuhan bakteri:
(KHM),  kadar e Dilusi:  digunakan Keruh : negatif (-)
bunuh minimum untuk menentukan Jernih : positif (+)
(KBM) kemampuan suatu e Kadar bunuh minimum

senyawa antibakreri
secara kualitatif dan
kuantitatif (Novita,
2016)

bakteri
dengan

pertumbuhan
ditunjukkan
tidak adanya
pertumbuhan  bakteri
pada konsentrasi
terkecil




3.6. Sampel Penelitian

Penelitian ini dilakukan pemberian berbagai konsentrasi ekstrak alga merah
(Eucheuma spinosum) yang akan diuji yaitu 100%, 90%, 80%, 70%, 60%,
50%, 40%, dan 30% serta antibiotik eritromisin dan kloramfenikol yang
digunakan sebagai kontrol positif, serta aquades sebagai kontrol negatif
untuk mempengaruhi pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis
dan Escherichia coli. Untuk menentukan banyaknya pengulangan yang

dilakukan pada penelitian ini digunakan rumus Federer

(n-1) (k-1)>15
(n-1) (11-1)> 15
(n-1)10>15
10n-10> 15
n > (15+10)/10
n > 2,5 (dibulatkan menjadi 3)
Keterangan :
n = banyaknya pengulangan sampel

k = banyaknya perlakuan

Berdasarkan hasil perhitungan dengan menggunakan rumus Federer
diatas, peneliti melakukan pengulangan 3 kali untuk tiap kelompok
perlakukan untuk menghindari kesalahan dan jumlah perlakuan sebanyak
8 kelompok sehingga jumlah seluruh objek penelitian sebanyak 24 sampel.
Pengulangan dilakukan pada masing-masing konsentrasi dan kontrol.
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3.7. Kelompok Perlakukan

Tabel 3. Kelompok Perlakuan Terhadap Bakteri Staphylococcus epidermidis

No Kelompok Perlakuan

1. K@) Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
aquades sebagai kontrol negatif

2. K (+) Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
eritromisin sebagai kontrol positif

3. P1 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 30%

4. P2 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 40%

5. P3 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 50%

6. P4 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 60%

7. P5 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 70%

8. P6 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 80%

9. P7 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan
ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 90%

10. P8 Kelompok Staphylococcus epidermidis yang diberikan

ekstrak etanol dan methanol alga merah (Eucheuma
spinosum) dengan konsentrasi 100%

Table 4. Kelompok Perlakuan Terhadap Bakteri Escherichia coli

No Kelompok Perlakuan

1. K() Kelompok Escherichia coli yang diberikan aquades sebagai
control negative

2. K(+#) Kelompok Escherichia coli yang diberikan kloramfenikol
sebagai control positif

3. P1 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 30%

4, P2 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 40%

5. P3 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 50%

6. P4 Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan

methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 60%
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Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 70%

Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 80%

Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 90%

Kelompok Escherichia coli yang diberikan ekstrak etanol dan
methanol alga merah (Eucheuma spinosum) dengan
konsentrasi 100%

3.8. Prosedur Penelitian

3.8.1. Uji Determinasi dan Pembuatan Ekstrak Alga Merah

3.8.1.1.

3.8.1.2.

Uji Determinasi

Uji determinasi alga merah dilakukan di Laboratorium
Botani Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
(FMIPA) Universitas Lampung oleh tim laboratorium

botani.

Ekstraksi Alga Merah

Ekstraksi komponen dilakukan dengan ekstraksi maserasi.
Alga merah yang sudah dicuci bersih selanjutnya
dikeringkan dan ditimbang sebanyak 1000 gr menggunakan
etanol selama 3x24 jam. Selanjutya dilakukan pengocokkan
menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm, lalu
disaring dengan menggunakan corong Buchner. Ampas yang
tersisa dimaserasi kembali dengan pelarut yang sama dengan
3 kali pengulangan hingga didapatkan filtrat yang bening,
selanjutnya dilakukan penyaringan. Filtrat yang telah
diperolen kemudian dipekatkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40°C. Ekstrak yang pekat tersebut
ditimbang lalu dihitung rendemen dengan persamaan:
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bobot ekstrak

%Rendemen = ; — X 100%
bobot simplisia

Pembuatan konsentrasi ekstrak etanol alga merah terdapat
enam yaitu 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%
dengan pengenceran menggunakan aquades. Selanjutnya
dilakukan uji kontrol positif dengan memberikan antibiotik
eritromisin dan kloramfenikol kontrol negatif dengan

aquades.

Sterilisasi alat

Sterilisasi alat dan bahan dengan cara mencuci dan mengeringkan
alat yang akan digunakan, lalu menutup alat-alat dengan aluminium
foil. Selanjutnya dimasukkan ke dalam autoklaf dan oven lalu diatur
pada suhu 121°C dengan tekanan 15 psi (per square inchi).
Sterilisasi dilakukan untuk alat selama 30 menit dan bahan selama
15 menit (Irianto, 2006 dalam Hanapi dkk, 2013).

Uji Fitokimia Ekstrak Alga Merah

Ekstrak alga merah dilarutkan dalam 5ml etanol. Lalu 1ml tiap
ekstrak ditambah 5ml dicampurkan dengan kloroform dan aquades
dengan perbandingan 1:1. Setelahnya larutan dikocok dan dibiarkan
kurang lebih 5 menit untuk memisahkan kloroform dan air.
Kloroform yang berada di bawah akan digunakan untuk dilakukan
uji senyawa steroid dan triterpenoid, lapisan air digunakan untuk

memeriksa senyawa flavonoid dan saponin.

3.8.3.1.  Uji Senyawa Flavonoid

Uji senyawa flavonoid menggunakan lapisan air. Diawali
dengan tahap preparasi yaitu ekstrak diambil dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 1-2

butir logam magnesium dan 3 tetes asam Kklorida pekat
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(HCI). Sampel dinyatakan positif mengandung flavonoid
bila terbentuk warna merah, kuning, atau jingga.

Uji Senyawa Alkaloid

Lapisan klorofrom yang berada di bagian bawah
ditambahkan dengan 10 tetes asam sulfat pekat (H2SOa4) lalu
dikocok perlahan, dan didiamkan hingga membentuk lapisan
asam (lapisan asam ini terbentuk dibawah cincin bening
yang terbentuk dari asam sulfat) yang kemudian diambil dan
ditambahkan 1 tetes pereaksi Meyer. Reaksi positif bila
membntuk kabut putih.

Uji senyawa Steroid dan Triterpenoid

Lapisan kloroform dari tahap preparasi diambil dan
dimasukkan kedalam pipet pasteur yang sudah terdapat
arang. Filtrat yang dihasilkan selanjutnya dimasukkan ke
dalam 3 buah lubang pada plat tetes yang ditambahkan
dengan 1 tetes asam asetat anhidrat ((CH3CO)20) dan 1
tetes asam sulfat pekat (H2SO4). Sampel positif
mengandung steroid ditandai dengan munculnya warna biru
hingga ungu, sedangkan sampel dinyatakan positif
mengandung senyawa triterpenoid jika menunjukkan warna

merah.

3.8.4. Pembuatan Media

3.8.4.1.

MHA (Mueller Hinton Agar)

Media Mueller Hinton Agar mengandung ekstrak daging
sapi, asam hydrolysate dari casein, starch dan agar yang
dilarutkan dalam 100 mL aquades, lalu dipanaskan hingga
larut. Media lalu disterilisasi menggunakan autoklaf selama
15 menit pada suhu 121°C.
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3.8.4.2. MSA (Mannitol Salt Agar)

Media Mannitol Salt Agar dihasilkan dengan melarutkan

ekstrak daging, pepton, mannitol, natrium klorida, fenol

merah, dan agar ke dalam aquades. Kemudian dipanaskan

hingga terlarut sempurna. Setelahnya media disterilisasikan

dalam autoklaf selama 15 menit. Setelahnya dituangkan ke

dalam cawan petri.

3.8.5. Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli sebanyak

2 ose hasil peremajaan, disuspensikan dalam 2 mL NaCl 0,9% steril

sampai kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 Mc. Farland
| (konsentrasi bakteri 1,5 x 108 CFU/mL). Jumlah bakteri sesuai

standar untuk uji kepekaan, yaitu 105-108/mL.

3.8.6. Uji Aktivitas Antibakteri

3.8.6.1. Pengenceran Ekstrak Etanol

Pengenceran menggunakan rumus N1.V1 = N2.V2, maka

didapatkan:

1.

Pada pengenceran 30%: 0,3ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,7ml aquades steril
Pada pengenceran 40%: 0,4ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,6ml aquades steril
Pada pengenceran 50%: 0,8ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,2ml aquades steril
Pada pengenceran 60%: 0,6ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,4ml aquades steril
Pada pengenceran 70%: 0,7ml larutan ekstrak kental

ditambahkan 9,3ml aquades steril
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6. Pada pengenceran 80%: 0,8ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,2ml aquades steril

7. Pada pengenceran 90%: 0,9ml larutan ekstrak kental
ditambahkan 9,1ml aquades steril

8. Pada pengenceran 100%: digunakan ekstrak kental

9. Kedelapan larutan tersebut kemudian dikocok hingga

homogen

Uji Diameter Hambat dengan Metode Cakram Kertas

Uji diameter zona hambat Staphylococcus epidermidis dan
Escherichia coli terhadap ekstrak alga merah menggunakan
metode cakram kertas untuk mengukur diameter zona bening
(clear zone) sebagai petunjuk adanya respon menghambat
pertumbuhan bakteri oleh senyawa antibakteri dalam
ekstrak.

Cakram uji kosong ditetesi dengan larutan ekstrak
konsentrasi 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%
kemudian didiamkan selama 15 menit. Selanjutnya membuat
suspensi  bakteri  Staphylococcus epidermidis  dan
Escherichia  coli  kemudian  dihomogenkan  dan
kekeruhannya distandarisasi dengan 0,5 Mc Farland.

Suspensi bakteri tersebut dioleskan pada MHA.

Cakram uji yang telah ditetesi larutan konsentrasi dan
akuades diletakkan di atas permukaan media MHA secara
higienis. Kemudian untuk kontrol negatif kertas cakram
diteteskan dengan 40ul akuades dan didiamkan 15 menit.
Kontrol positif dibuat dengan menempelkan kertas cakram
antibiotik pada media MHA. media yang telah dibuat
tersebut kemudian disimpan di inkubator dengan suhu 37°C

selama 48 jam.
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Setelah 48 jam inkubasi selanjutnya dilakukan pengukuran
zona hambat yang ditandai dengan zona terang (clear zone)
dengan menggunakan jangka sorong. Cara mengukur zona
hambat adalah dengan mengukur batas terluar zona hambat
lalu dikurangi dengan diameter kertas cakram menggunakan
jangka sorong. Prosedur ini dilakukan pengulangan
sebanyak 3 kali pada setiap variable dependent (Chusniati,
Dodik, Sudarno, dan Rahayu, 2010).

Uji Kadar Hambat Minimum (KHM)

Ekstrak etanol alga merah (Eucheuma spinosum) yang telah
dibuat dalam beberapa konsentrasi kemudian dimasukkan
pada masing-masing tabung reaksi telah berisi Mueller
Hinton Broth (MHB). Selanjutnya diinokulasikan dalam 1ml
suspensi bakteri dan 1ml ekstrak etanol, lalu diinkubasi pada
suhu 37°C selama 48 jam. Konsentrasi bahan coba yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri dilihat dari
kekeruhan media cair. Konsentrasi terkecil bahan coba yang

jernih dianggap sebagai KHM awal.

Uji Kadar Bunuh Minimum (KBM)

Uji kadar bunuh minimum dilakukan dengan pengamatan
goresan bakteri dari media Mueller Hinton Broth (MHB)
pada media MHA steril kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam, dan dilakukan pengamatan. Pada konsentrasi
terkecil yang tidak terdapat pertumbuhan koloni bakteri

ditentukan sebagai KBM awal.
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3.9. Alur penelitian

Alga merah
(Eucheuma Pembuatan ekstrak alga merah
spinosum) »| (Eucheuma spinosum) dengan metode

dikeringkan dan maserasi

diserbukkan

Uji fitokimia

Pembuatan media dan
suspense bakteri

A 4

Perlakuan terhadap Escherichia coli
dan Staphylococcus epidermidis

A\ 4 A

Uji zona hambat

Uji kadar hambat

Uji kadar bunuh

v v v
Pengukuran diameter Pengamatan kadar Pengamatan kadar
zona hambat hambat bunuh

Pengumpulan data

v

Analisis data

Gambar 11. Alur Penelitin
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Pengolahan dan Analisis Data

Analisa data zona hambat dilakukan dengan uji normalitas
menggunakan uji  Shapiro-wilk. Setelah data dinyatakan
berdistribusi normal (nilai p>0,05) maka dilakukan uji homogenitas
menggunakan uji Levenne dan data dikatakan homogen ketika nilai
p>0,05. Dilanjutkan dengan uji statistic One Way Anova bila data
terdistribusi normal dan homogen. Bila data tidak terdistribusi
normal dan homogen maka dapat dilakukan uji alternatif dengan uji

Kruskal-Wallis dan diakhiri dengan uji Post-Hoc bila ditemukan

perbedaan bermakna antar kelompok yang ditandai dengan nilai

p<0,05. Interpretasi uji statistic, yaitu:

1. Bila nilai p<a (0,05) maka hasil bermakna/signifikan, artinya
terdapat perbedaan bermakna antara variabel independent dan
dependent, atau hipotesis penelitian diterima

2. Bila nilai p>a (0,05) berarti sampel yang diteliti tidak
mendukung adanya perbedaan yang bermakna dan tidak ada
pengaruh variabel independent terhadap dependen, atau
hipotesis penelitian ditolak.

Analisa Kadar Hambat Minimum (KHM) dan Kadar Bunuh

Minimum (KBM) dilakukan dengan observasional laboratorik.

Seluruh data yang diperoleh dari penelitian dikumpulkan, kemudian

dilakukan input data sehingga menjadi informasi yang akhirnya

dapat digunakan untuk menjawab tujuan dari penelitian.

Ethical Clearance

Izin etik penelitian (ethical clearance) untuk penelitian ini
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Fakultas Kedokteran dengan No: 90/UN26.18/PP.05.02.00/2023.



BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Aktivitas antibakteri alga merah (Eucheuma spinosum) terhadap bakteri
Staphylococcus epidermidis dan Escherichia coli dengan metode difusi
Kirby-Bauer terbukti memiliki kemampuan antibakteri dengan
terdapatnya zona hambat yang muncul pada konsentrasi 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%.

2. Kadar Hambat Minimum (KHM) bakteri Staphylococcus epidermidis
dengan metode dilusi cair menggunakan Mueller Hinton Broth berada
pada konsentrasi 100%, dan bakteri Escherichia coli KHM yang
terbentuk ada pada konsentrasi 90%, dan 100%.

3. Alga merah Eucheuma spinosum tidak memiliki kemampuan
membunuh bakteri dengan tidak terbentuknya Kadar Bunuh Minimum
(KBM) pada bakteri Staphylococcus epidermidis namun memiliki
Kadar Bunuh Minimum (KBM) pada bakteri Escherichia coli dalam
konsentrasi 90% dan 100%.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui ekstrak alga merah (Eucheuma
spinosum) yang memiliki dosis terapeutik yang lebih optimal untuk
membunuh bakteri secara efektif.
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