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ABSTRAK

PROFIL SENYAWA BIOAKTIF EKSTRAK RUMPUT LAUT Sargassum
sp. DAN AKTIVITAS ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI
Pseudomonas aeruginosa (CARLE GESSARD, 1882) DAN Vibrio harveyi
(JOHNSON & SHUK, 1936)

Oleh
LINDA RATNA SARI

Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio harveyi merupakan bakteri patogen di akua-
kultur budi daya. Kedua bakteri ini sering mengakibatkan kerugian pada masyara-
kat perikanan. Upaya yang sering dilakukan untuk mengatasinya yaitu dengan
pemberian antibiotik. Penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat menimbulkan
resistensi bakteri terhadap obat-obatan antibiotik komersil dan dapat membahaya-
kan kesehatan manusia. Permasalahan resistensi bakteri mendorong penelitian un-
tuk mencari agen antibakteri yang bersumber dari biota laut. Sargassum sp. memi-
liki senyawa bioaktif yang memiliki berbagai macam pengaruh baik terhadap ke-
sehatan salah satunya sebagai antibakteri. Tujuan penelitian untuk mengetahui
profil senyawa bioaktif dalam ekstrak Sargassum sp., dan uji aktivitas antibakteri
terhadap bakteri patogen secara in vitro. Metode analisis profil senyawa bioaktif
menggunakan GC-MS dan uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi agar. Ha-
sil penelitian didapatkan adanya 33 senyawa bioaktif yang terkandung dalam eks-
trak Sargassum sp. dan berdasarkan literatur terdapat 14 senyawa yang teridentifi-
kasi sebagai senyawa antibakteri di antaranya tetradecanoid acid; neophytadiene;
phytol; 1,19 eicosadiene; hexadecanoid acid, metil ester; n-Hexadecanoid acid;
5,8,11,14-eicosatetraenoic acid; arachidonic acid; 9-octadecenoic acid; squalene;
octadecanoid acid; ergosta-5,24(28)-dien-3-ol; stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; dan
(2R,3R,4aR,5S,8aS)-2-hydroxy-4a, dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl) octahydronaph-
thalen-1(2H)-one. Ekstrak Sargassum sp. mampu menghambat pertumbuhan bak-
teri Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio harveyi. Zona hambat terbentuk pada se-
mua konsentrasi ekstrak yang diujikan dengan hasil terbesar berada pada konsen-
trasi 50 ppm yaitu 2,26 mm (Pseudomonas aeruginosa) dan 70 ppm yaitu 3,0 mm
(Vibrio harveyi).

Kata kunci: Sargassum sp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio harveyi, GC-MS



ABSTRACT

PROFILE OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN Sargassum sp. SEAWEED

EXTRACT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINST Pseudomonas

aeruginosa (CARLE GESSARD, 1882) AND Vibrio harveyi (JOHNSON &
SHUK, 1936)

By
LINDA RATNA SARI

Pseudomonas aeruginosa and Vibrio harveyi are pathogenic bacteria in aquacul-
ture. These two bacteria often cause losses to the fishing community. Efforts are
often made to overcome them by giving antibiotics. Excessive use of antibiotics
can lead to bacterial resistance to commercial antibiotic drugs and can endanger
human health. The problem of bacterial resistance encourages research to look for
antibacterial agents sourced from marine biota. Sargassum sp. has bioactive com-
pounds that have a variety of good effects on health, one of which is as an anti-
bacterial. The purpose of the study was to determine the profile of bioactive com-
pounds in Sargassum sp. extract, and test antibacterial activity against pathogenic
bacteria in vitro. The method of analyzing the profile of bioactive compounds us-
ing GC-MS and antibacterial activity test with agar diffusion method. The results
showed that there were 33 bioactive compounds contained in the extract of Sar-
gassum sp. and based on the literature there are 14 compounds identified as anti-
bacterial compounds including tetradecanoid acid; neophytadiene; phytol; 1,19
eicosadiene; hexadecanoid acid, methyl ester; n-Hexadecanoid acid; 5,8,11,14-
eicosatetraenoic acid; arachidonic acid; 9-octadecenoic acid; squalene; octade-
canoid acid; ergos-ta-5,24(28)-dien-3-ol; stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol; and
(2R,3R,4aR,5S,8aS)-2-hydroxy-4a,dimethyl-3-(prop-1-en-2-yl)octahydronaphtha-
len-1(2H)-one. Sargassum sp. extract was able to inhibit the growth of Pseudomo-
nas aeruginosa and Vibrio harveyi bacteria. Inhibition zones were formed at all
concentrations of the extract tested with the largest results being at a concentration
of 50 ppm, namely 2.26 mm (Pseudomonas aeruginosa) and 70 ppm, namely 3.0
mm (Vibrio harveyi).

Keywords: Sargassum sp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio harveyi, GC-MS
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia dikenal sebagai negara bahari dengan luas 75% berupa lautan dan me-
miliki kekayaan sumber daya hayati yang melimpah. Beberapa jenis di antaranya
dilaporkan memiliki senyawa bioaktif yang dapat digunakan dalam bidang kese-
hatan (Eso et al., 2019). Lampung merupakan salah satu provinsi di Indonesia

yang mempunyai potensi keanekaragaman hayati perairan yang cukup tinggi. Sa-
lah satu biota yang melimpah di perairan Pantai Lampung yaitu rumput laut Sar-

gassum sp.

Keberadaan Sargassum sp. khususnya di Indonesia masih belum mendapatkan
perhatian lebih. Hal ini dapat dilihat dari persepsi nelayan pencari ikan yang
menganggap bahwa Sargassum sp. merupakan pengganggu dan sampah laut, ka-
rena pada musim tertentu banyak ditemukan hanyut di permukaan laut dan ter-
dampar di Pantai (Yunianto et al., 2014). Namun seiring bertambahnya waktu,
pemanfaatan rumput laut khususnya Sargassum sp. mengalami perkembangan
yang cukup pesat. Hal ini dapat dilihat dari pemanfaatan rumput laut Sargassum
sp. sebagai produksi makanan, bahan bakar (fuels), kosmetik (krim pelembab

muka), obat-obatan, suplemen maupun pigmen (Widowati et al., 2013).

Dekade terakhir Sargassum sp. menjadi pencuri daya tarik para peneliti karena ke-
berhasilannya dalam berbagai penelitian. Senyawa bioaktif yang terkandung da-
lam Sargassum memiliki berbagai macam pengaruh baik terhadap kesehatan, di
antaranya sebagai antitumor, antikolestrol, antikanker (Pakidi et al., 2017), anti-
bakteri (Harharah et al., 2021), antiinflamasi (Shiratori et al., 2005), antioksidan
(Rajivgandhi et al., 2021), antivirus (Hardouin et al., 2013), dan antiobesitas



(Maeda et al., 2005). Keberhasilan Sargassum sp. dalam penelitian terkait anti-
bakteri terhadap bakteri patogen mendorong peneliti untuk melakukan penelitian

terkait aktivitas antibakteri dari Sargassum.

Bakteri patogen yang sedang marak di dunia perikanan yaitu Pseudomonas aeru-
ginosa dan Vibrio harveyi. Kedua bakteri ini menginfeksi biota budi daya sehing-
ga mengakibatkan kerugian yang besar pada usaha perikanan. Purwani et al.
(2012), menyatakan bahwa bakteri P. aeruginosa merupakan patogen opurtunistik
yang menginfeksi ikan air tawar dan laut. P. aeruginosa pernah dilaporkan meng-
infeksi ikan mas (Takrir et al., 2021). Bakteri ini dapat menyebabkan infeksi pada
ikan dengan mengakibatkan keluarnya darah (hemorrhage) pada insang dan ekor,
borok pada kulit, dan septicemia. Selain bakteri P. aeruginosa, bakteri V. harveyi
juga menjadi salah satu ancaman di bidang budi daya laut. V. harveyi merupakan
bakteri patogen penyebab penyakit vibriosis pada ikan dan krustase (Ode, 2012).
Bakteri V. harveyi pernah dilaporkan menginfeksi udang vaname (Kharisma dan
Manan, 2019) dan ikan kakap putih (Zainuddin et al., 2019). Kegagalan panen
akibat serangan bakteri V. harveyi dapat mengakibatkan kematian dalam waktu

yang cepat dan dalam jumlah yang besar (Fajriani et al., 2018).

Upaya yang sering dilakukan oleh masyarakat perikanan untuk mencegah infeksi
dari kedua bakteri patogen tersebut yaitu dengan pemberian antibiotik. Namun
menurut Zainuddin et al. (2020), penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat
menimbulkan resistensi bakteri terhadap obat-obatan antibiotik komersil. Bakteri
Pseudomonas aeruginosa dilaporkan oleh Wood et al. (2023) menunjukkan resis-
tensinya terhadap berbagai kelas antibiotik seperti $-laktam, aminoglikosida, fluo-
rokuinolon, dan bahkan polimiksin. Bakteri Vibrio juga pernah dilaporkan oleh
Kusmarwati et al. (2017) menunjukkan resisten terhadap antibiotik stereptomisin,
eritromisin, amoksisilin-asam klavulanat, dan nitrofurantoin. Mengingat hal terse-
but, maka diperlukan pengobatan alternatif lain untuk mengatasi penyakit infeksi
yang lebih efektif, aman, tidak resisten dan sedikit efek samping. Hal inilah yang
menjadi alasan perlunya penelitian terkait Sargassum sp. guna untuk menjawab
permasalahan di atas dan untuk menemukan potensi-potensi baru khususnya seba-

gai antibakteri.



1.2. Tujuan

Tujuan dilakukan penelitian ini yaitu

1. Mengetahui profil senyawa bioaktif dalam ekstrak Sargassum sp. dengan gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS).

2. Uji aktivitas antibakteri ekstrak Sargassum sp. terhadap bakteri Pseudomonas

aeruginosa dan Vibrio harveyi.

1.3. Kerangka Pikir

Bakteri menjadi ancaman serius bagi masyarakat perikanan. Bakteri yang sering
menginfeksi biota laut yang dibudidayakan di antaranya yaitu Pseudomonas aeru-
ginosa yang menyerang ikan kakap putih dan Vibrio harveyi yang menyerang
udang. Permasalahan infeksi bakteri mendorong penelitian untuk mencari agen
antibakteri baru, salah satunya yang bersumber dari biota laut. Potensi senyawa
bioaktif dari biota laut sangat besar dan dapat digunakan dalam bidang farmasi

sebagai bahan baku obat-obatan maupun antibiotik.

Penelitian mengenai aktivitas antibakteri dari biota laut telah banyak dilakukan,
tetapi pada pengetahuan biologis mengenai rumput laut Sargassum sp. masih se-
dikit pemanfaatannya. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui adanya senyawa
bioaktif sebagi terobosan baru dalam dunia bioteknologi kelautan. Pemanfaatan
biota laut seperti Sargassum sp. diharapkan mampu untuk melengkapi potensi-
potensi di bidang riset bioteknologi dan farmasi. Pemanfaatan ekstrak Sargassum
sp. guna untuk melihat potensi antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas aerugi-

nosa dan Vibrio harveyi. Kerangka pikir penelitian terdapat dalam gambar 1.



Masalah akuakultur

A 4

Serangan bakteri Vibrio harveyi dan
Pseudomonas aeruginosa

Y
Produksi perikanan menurun

penanggulangan penyakit bakteri

Antibakteri alami

Menghambat pertumbuhan

Ekstrak Sargassum sp

bakteri Vibrio harveyi dan
Pseudomonas aeruginosa

Pertumbuhan bakteri terhambat

Produk perikanan meningkat

Identifikasi senyawa
bioaktif dari Sargassum sp.

A4

Profil senyawa bioaktif
dari Sargassum sp.

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian.




Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Laut Sargassum sp.

Klasifikasi Sargassum menurut Columbus (1492) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Phaeophyta
Kelas : Phaeophyceae
Ordo : Fucales
Famili . Sargassaceae
Genus : Sargassum
Spesies : Sargassum sp.

Sargassum sp. atau yang biasa disebut dengan Sargassum polycystum merupakan
rumput laut (alga) coklat tropis dan subtropis yang hidup pada daerah subtidal dan
intertidal. Gazali et al. (2018), menjelaskan bahwa distribusi dan struktur populasi
spesies Sargassum sp. dipengaruhi oleh suhu air, tingkat pasang surut, gerakan air
dan tipe substrat (misalnya bebatuan). Habitat alga coklat yaitu di perairan pada

kedalaman 0,5-10 m yang memiliki arus dan ombak. Alga coklat hidup di daerah
perairan yang jernih yang mempunyai substrat dasar batu karang dan dapat tum-

buh subur pada daerah tropis.

Sargassum sp. memiliki struktur tubuh terbagi atas sebuah holdfast yang berfung-
si sebagai struktur basal, sebuah stipe atau batang semu, dan sebuah frond yang
berbentuk seperti daun. Sargassum sp. dapat tumbuh hingga mencapai panjang 12
m. Tumbuhan ini berwarna coklat kuning kehijauan. Warna coklat pada alga divi-
si Phaeophyta muncul akibat dominansi dari pigmen fukoxantin, klorofil a dan c,

betakaroten, dan xantofil lainnya (Lutfiawan et al., 2015).



2.2 Potensi Rumput Laut Sargassum sp.

Sargassum sp. merupakan alga cokelat yang memiliki kandungan senyawa bio-
aktif. Senyawa bioaktif merupakan suatu zat yang memiliki aktivitas biologis
yang dapat memengaruhi secara langsung organisme hidup. Senyawa bioaktif
dapat bersifat positif ataupun negatif bergantung pada zat, dosis dan bioavailabi-
litasnya (Mahfoudhi et al., 2016). Kandungan senyawa bioaktif dapat diperoleh
dengan cara ekstraksi (Edison et al., 2020). Senyawa bioaktif yang biasa ditemu-
kan dalam Sargassum dapat dilihat pada Tabel 1. Beberapa hasil penelitian dida-
pati bahwa kandungan zat aktif fucoidan dalam Sargassum sp. memiliki bioakti-
vitas sebagai antikanker, antiatherosklerosis, antiinflamasi, antikoagulan, dan
imunomodulator (Zainuddin, 2010). Selain itu, senyawa steroid/triterpenoid dan

tanin juga pernah ditemukan pada ekstrak kasar rumput laut jenis Sargassum sp.

Menurut Rahma (2020) golongan senyawa steroid/triterpenoid, terpenoid, sapo-
nin, dan tanin yang terdapat pada ekstrak kasar rumput laut diduga aktif sebagai
senyawa antibakteri. Steroid/ triterpenoid dapat menghambat pertumbuhan bakteri
dengan mekanisme penghambatan terhadap sintesis protein karena terakumulasi
dan menyebabkan perubahan komponen penyusun sel bakteri. Senyawa terpenoid
mudabh larut dalam lipid sifat inilah yang mengakibatkan senyawa ini lebih mudah
menembus dinding sel bakteri gram positif dan sel bakteri gram negatif (Rahma,
2020). Mekanisme kerja senyawa saponin yaitu dengan cara mengganggu permea-
bilitas sel yang menyebabkan senyawa intraseluler seperti sitoplasma akan keluar
dan mengakibatkan kematian sel. Kandungan senyawa bioaktif yang lain yaitu
flavonoid, tanin, dan fenol, dimana mekanisme kerja dari senyawa tersebut berbe-
da tetapi semua senyawa bioaktif bersifat sidal. Senyawa bioaktif yang bersifat
bakteriosidal yaitu senyawa yang dapat merusak pertahanan dan organ tubuh bak-
teri yang menyebab-kan kerusakan sel dan pada akhirnya menyebabkan kematian

pada bakteri yang diserang (Pengestuti et al., 2017).



Tabel 1 Senyawa bioaktif dari Sargassum sp.

No Jenis rumput laut Nama senyawa Aktivitas Referensi
1. Sargassum alkaloid, steroid, Antibakteri Sidauruk et al.,
plagyophyllum saponin, dan fenolik  Listeria (2021)
monocytogenes
dan
Pseudomonas
aeruginosa
2. Sargassum sp. Flavonoid, saponin Antibakteri Asmarani et al.,
dan tanin Staphilococcus  (2015)
aureus
3. Sargassum Alkaloid, saponin dan  Antibakteri Yunianto et al.,
plagyophyllum steroid Enterobacter, (2014)
Pseudomonas
aeruginosa dan
Staphylococus
aureus
4, Sargassum sp. Flavanoid, tannin, Antibakteri Pangestuti et al.,
fenol dan saponin Staphylococus (2017)
aureus dan
eschericia coli
5. Sargassum Fukoidan Antibakteri Chotigeat et al.,
polycystum Vibrio harveyi (2007)
6. Sargassum beratii Fenolik dan flavanoid  Antioksidan dan  Rajivgandhi et al.,
antibakteri (2020)
Pseudomonas
aeruginosa
7. Sargassum sp. Steroida, alkaloida, antibakteri, Kusumaningrum et
fenol, dan antivirus, dan al., (2007)
triterpenoid anti jamur
8. Sargassum Fukoidan, alkaloid, Antibakteri Rahma, (2020)
polycystum fenol Vibrio sp.p
9. Sargassum Asam amino, Antibakteri Kumar et al., (2013)
tenerrimum alkaloid, karbohidrat, Escherichia
flavonoid, saponin, coli, Klebsiella
sterol, tanin, protein pneumoniae,
dan senyawa fenolik ~ Pseudomonas
aeruginosa,
Salmonella
typhii,
Staphylococcus
aureus dan
Vibrio cholerae
10.  Sargassum vulgare Flavonoid dan steroid  antibakteri Alfiyaturohmah et
Staphilococcus  al., (2013)
aureus dan
Eschericia coli
11. Sargassum Alkaloid, tanin, Antibakteri Harharah et al.,
cristaefolium flavonoid, saponin, Staphylococcus  (2021)
dan steroid epidermidis
12.  Sargassum cinereum Alkaloid, fenolik, Antioksidan dan  Sukandar et al.,
flavonoid, saponin, antibakteri (2019)
dan steroid Salmonella
Thypi dan

Staphylococcus
Aureus




2.3 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Klasifikasi Bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah (Schroeter, 1872):

Kingdom : Bacteria
Filum : Proteobacteria
Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales
Famili : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas
Spesies : Pseudomonas aeruginosa
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Gambar 2. Bakteri Pseudomonas aeruginosa.
Sumber: Shafira et al. (2022).

Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri gram negatif dari kelas
proteobacteria dan family Pseudomonadaceae yang menjadi penyebab penyakit
pada ikan (Gellatly, 2013). Struktur tubuh dari bakteri ini yaitu berbentuk batang
pendek, motil dengan flagella polar, serta adanya flagellum yang terikat kuat di
ujung sel. Gambar bakteri Pseudomonas aeruginosa dapat dilihat pada lingkaran
di dalam Gambar 2. Pseudomonas aeruginosa memiliki sifat tidak fermentatif dan
aerob. Wood et al. (2023), menjelaskan bahwa bakteri ini aerob fakultatif yang le-
bih suka menggunakan oksigen sebagai akseptor elektron terakhir selama respirasi

aerob, meskipun ia juga mampu melakukan respirasi anaerobik menggunakan



akseptor elektron alternatif lain seperti nitrat. Pseudomonas aeruginosa juga dapat
mengkatabolisme berbagai molekul organik untuk menghasilkan nutrisi. Hal itu-
lah yang menjadikan habitat Pseudomonas aeruginosa berada di banyak lingku-
ngan seperti tanah, tumbuh-tumbuhan, kulit manusia, mukosa mulut dan lingku-

ngan perairan seperti laut, air payau, sungai, danau, dan kolam.

Bakteri ini merupakan patogen oportunistik yang menyerang ikan air tawar dan

laut. Pseudomonas aeruginosa pernah dilaporkan menyerang ikan mas (Takril et

al., 2021). Bakteri ini digolongkan ke dalam kelompok bakteri perusak sirip (bac-

terial fin rot). Gejala klinis serangan bakteri Pseudomonas seperti kebanyakan in-

feksi bakteri lainnya, yaitu mirip seperti infeksi A. hydrophila, terjadi mengakibat-

kan keluarnya darah hemorrhage pada insang dan ekor, borok pada kulit, dan sep-

ticemia.

Ciri — ciri ikan terserang bakteri Pseudomonas aeruginosa yaitu:

e lkan lemah bergerak lambat, sulit bernafas di permukaan air.

e Warna insang pucat dan warna tubuh berubah gelap.

e Terdapat bercak-bercak merah pada bagian luar tubuhnya dan kerusakan pada
sirip, insang, dan kulit.

e Mula-mula lendir berlebihan, kemudian timbul perdarahan.

e  Sirip dan ekor rontok (membusuk).

e Perdarahan, perut ikan menjadi kembung yang dikenal dengan dropsy.

Selama 5 dekade tingkat resistensi Pseudomonas aeruginosa telah meningkat ta-
jam (Lynch et al., 2017). Bakteri ini menunjukkan resistensi terhadap berbagai ke-
las antibiotik seperti B-laktam, aminoglikosida, fluorokuinolon, dan bahkan poli-
miksin dengan strain yang diisolasi dari unit perawatan intensif (ICU) menunjuk-
kan insiden resistensi tertinggi terhadap antibiotik ini (Wood et al., 2023). Mun-
culnya resistensi multi obat dari Pseudomonas aeruginosa menimbulkan ancaman

yang lebih serius pada bidang perikanan khususnya dibidang budi daya.



10

2.4 Bakteri Vibrio harveyi

Klasifikasi Bakteri Vibrio harveyi adalah (Johnson & Shunk, 1936):

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Vibrionales

Famili : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio harveyi

Klasifikasi Vibrio harveyi telah berkembang dari nama awalnya Achromobacter
harveyi menjadi Lucibacterium harveyi dan Beneckea harveyi, kemudian menjadi
nama yang diterima saat ini yaitu Vibrio harveyi (Wood et al., 2020). Vibrio har-
veyi berbentuk batang dan dilengkapi dengan flagel sebagai alat gerak. Gambar
bakteri Vibrio harveyi dapat dilihat pada lingkaran di dalam Gambar 3. Vibrio ter-
masuk bakteri gram negatif yang dapat melisiskan hemoglobin dan mempengaru-
hi proses metabolisme sel (Dahlia et al., 2017). Bakteri ini banyak ditemukan di
perairan hangat seperti perairan Asia, Eropa Selatan, dan Amerika (Firmino et al.,
2019; Zhang et al., 2018). Menurut Asaad et al. (2019), bakteri Vibrio harveyi da-
pat ditemukan hampir di semua habitat, seperti air tawar, muara, air laut dan ta-
nah.

15KV X10,0005%1im 18 30 SEI

Gambar 3. Bakteri Vibrio harveyi.
Sumber: Sun et al. (2016).
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Vibrio harveyi merupakan patogen serius pada ikan laut (ikan snook dan kakap
putih), invertebrata liar (koral gorgonia dan turbot) dan budi daya (udang vaname,
lobster, bandeng, tiram, dan kuda laut) (Owens et al., 2006). Bakteri ini bersifat
patogen oportunistik, ketika kondisi lingkungan dan inangnya memburuk bakteri
ini akan merubah sifatnya dari saprofitik menjadi patogenik (Devi et al., 2018).
Vibrio harveyi dapat menyebabkan penyakit vibriosis yang menyerang bagian ku-
lit udang. Penularan penyakit vibriosis ini tergolong cepat sehingga dapat mening-
katkan nilai mortalitas pada suatu tambak. Serangan bakteri patogen ini dilapor-
kan telah menyerang hampir seluruh organisme budi daya dengan kematian hing-
ga 100% pada stadia larva (Apriliani et al., 2016). Keganasan bakteri ini berkaitan
dengan produksi siderofor yang berfungsi mengikat zat besi dari darah inang
(Dahlia et al., 2017). Bakteri Vibrio terdapat secara alami dalam tubuh hewan la-
ut, tepatnya di hepatopankreas (Akerina, 2018). Bakteri Vibrio spp. pernah dila-
porkan menyerang udang vaname (Kharisma dan Manan, 2019) dan ikan kakap
putih (Zainuddin et al., 2019).

Penyakit yang diakibatkan Vibrio harveyi bersifat sangat akut dan ganas karena
dapat mematikan yang terserang dalam waktu 1 sampai 3 hari (Feliatra et al.,
2014). Penyakit yang disebabkan Vibrio harveyi ditandai dengan adanya lesi ma-
ta, gastroenteritis, vaskulitis dan vibriosis berpendar (Kusumaningrum et al.,
2017). Mortalitas akibat serangan bakteri ini mencapai 80% dalam beberapa hari
(Fitri et al., 2018). Infeksi Vibrio harveyi awalnya masuk melalui mulut, memben-
tuk plak, menyebar ke alat gerak kemudian menyebabkan kehilangan fungsi dan
degradasi pada alat gerak. Infeksi Vibrio harveyi dapat terjadi pada semua fase
(telur sampai indukan) dan banyak menyebabkan kasus kematian organisme budi
daya sampai 100% (Kusumanigrum et al., 2017).

2.5 Ekstraksi Rumput Laut Sargassum sp.

Ekstraksi merupakan proses pemisahan pelarut dengan zat terlarut menggunakan
titik didih pelarut. Tujuan dari ekstraksi yaitu untuk memperoleh komponen kimia

yang terdapat pada bahan alam yang diekstraksi. Pada umumnya ekstraksi
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terdapat dua jenis yaitu dengan menggunakan pemanasan dan tanpa pemanasan

(Prayudo et al., 2015). Beberapa contoh metode ekstraksi adalah sebagai berikut:

2.5.1 Metode Ekstraksi dengan Cara Panas
Beberapa metode ekstraksi dengan cara panas adalah sebagai berikut:

a. Metode Refluks

Menurut Putri (2014), refluks merupakan metode perendaman menggunakan pe-
larut yang dilakukan dalam labu alas bulat yang dilengkapi oleh pendingin untuk
selanjutnya dipanaskan sampai mendidih. Kekurangan dari metode refluks adalah
senyawa yang bersifat termolabil akan terdegradasi.

b. Metode Digesti

Digesti merupakan metode ekstraksi yang dilakukan dengan cara pengadukan te-
rus menerus yang dilakukan pada temperatur ruang antara 40 - 50°C (Prawirodi-
hardjo, 2014).

c. Metode Sokletasi

Sokletasi merupakan metode ekstraksi dengan pelarut yang berada pada alas bulat
dan sampel berada pada tabung tegak sehingga pelarut akan naik melalui pipa
samping untuk kemudian diembunkan oleh kondensor untuk melarutkan senyawa
aktif. Kelebihan dari metode sokletasi adalah tidak membutuhkan banyak pelarut
dan waktu yang digunakan relatif singkat. Kekurangan dari metode ini adalah se-
nyawa yang bersifat termolabil dapat terdegradasi (Mukhriani, 2014).

d. Metode Dekok

Dekok merupakan metode ekstraksi menggunakan pelarut air dengan suhu 90°C
yang dilakukan selama 30 menit. Metode ini digunakan pada sampel yang larut
dalam air dan stabil terhadap panas (Tiwari et al., 2011).

e. Metode Infusa

Infusa merupakan metode ekstraksi yang menggunakan pelarut akuades dan
bertujuan untuk mendapatkan zat aktif yang bersifat polar dapat tersari dengan
optimal, zat aktif yang dimaksud seper-ti flavonoid dan polifenol yang bersifat

sebagai antioksidan (Yuliani & Dienina, 2015).
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2.5.2 Metode Ekstrasi dengan Cara Dingin
Beberapa metode ekstraksi dengan cara dingin adalah sebagai berikut:

a. Metode Maserasi

Metode ini sering disebut sebagai metode paling sederhana. Cara melakukannya
yaitu merendam sampel menggunakan pelarut yang sesuai dalam wadah yang ter-
tutup rapat. Proses maserasi beberapa kali dilakukan pengadukan atau pengocokan
pada temperatur ruang, kemudian pelarut dipisahkan dari sampel dengan penya-
ringan menggunakan kertas saring. Kelebihan dari metode maserasi selain bersifat
sangat sederhana, juga menghindari rusaknya senyawa yang bersifat termolabil.
Kekurangan dari metode maserasi adalah waktu yang dibutuhkan relatif lama dan
membutuhkan pelarut yang cukup banyak (Tiwari et al., 2011).

b. Metode Perkolasi

Perkolasi merupakan metode penyarian simplisa yang dilakukan dengan mengalir-
kan pelarut secara lambat dalam perkolator. Metode ini dapat dilakukan dengan
suhu kamar untuk mendapatkan ekstrak yang sempurna. Kelebihan metode perko-
lasi adalah sampel selalu dialiri pelarut baru. Kekurangan metode perkolasi adalah
apabila sampel pada perkolator tidak homogen akan menyebabkan kebutuhan pe-
larut meningkat karena pelarut kesulitan menjangkau seluruh area sehingga waktu

yang dibutuhkan akan semakin lama (Prawirodihardjo, 2014).

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Menurut Pratiwi (2008), uji aktivitas antibakteri merupakan suatu metode untuk
menentukan tingkat kerentanan bakteri terhadap zat antibakteri. Selain itu, uji ini
dapat digunakan untuk mengetahui senyawa murni yang memiliki aktivitas anti-

bakteri. Uji aktivitas antibakteri dibagi menjadi beberapa metode yaitu:

2.6.1. Metode Difusi Agar

a. Difusi Agar Menggunakan Kertas Cakram
Metode difusi agar menggunakan kertas cakram memiliki prinsip yakni bahan an-
tibakteri yang terkandung di dalam kertas cakram akan ditempatkan di media pa-

dat yang berbentuk lempengan, dimana media tersebut telah tercampur dengan
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bakteri uji. Pengamatan zona hambat atau area jernih yang berada di sekitar kertas
cakram dapat teramati setelah media diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C
(Katrin et al., 2015). Kelebihan metode ini yaitu cepat, mudah dan murah karena
tidak memerlukan alat khusus dalam pengujiannya. Kekurangan metode ini adalah
ukuran zona hambat yang terbentuk bergantung pada kondisi inkubasi, inoculum,
dan ketebalan media.

b. Metode Difusi sumuran

Mekanisme metode difusi sumuran yaitu lempeng agar yang telah diinokulasikan
bakteri uji dibuat lubang dan diisi dengan zat antimikroba uji. Setelah itu, dilaku-
kan inkubasi pada suhu kamar dan dilakukan pengamatan dengan melihat ada atau
tidaknya zona hambatan di sekeliling lubang. Kelebihan metode sumuran lebih
mudah mengukur zona hambat yang terbentuk karena isolat beraktivitas sampai
ke bawah media. Kekurangan metode sumuran adalah tidak diketahui secara pasti
penghambatan bakterisidal ataupun bakteriostatik karena ketebalan media, macam

media, dan inokulum.

2.6.2. Metode Dilusi

a. Metode Dilusi Padat

Pengujian dilakukan dengan cara pengenceran zat antibakteri dalam media agar
dan dituangkan ke dalam cawan petri. Setelah agar membeku, bakteri diinokluasi-
kan ke dalam agar dan diinkubasi pada waktu dan suhu tertentu. Konsentrasi te-
rendah dari larutan zat antibakteri yang masih memberikan hambatan terhadap
pertumbuhan bakteri ditetapkan sebagai diameter zona hambat minimal. Keun-
tungan dari metode dilusi padat adalah media yang digunakan lebih efesien. Ada-
pun kekurangan dari metode ini yaitu sulit untuk memastikan bahwa media agar
sudah mencapai pada suhu yang diinginkan (Pratiwi, 2008).

b. Metode Dilusi Cair

Pengujian dilakukan dengan menggunakan tabung reaksi yang diisi dengan media
cair. Zat yang akan diuji aktivitas bakterinya diencerkan sesuai konsentrasi dalam
media tersebut, kemudian diinokulasikan dengan bakteri uji dan diikubasi pada
waktu dan suhu yang sesuai dengan mikroba uji. Aktivitas zat ditentukan sebagai

kadar hambat minimum (KHM). Kelebihan dari metode dilusi cair adalah media
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yang digunakan lebih efisien, sedangkan kekurangannya yaitu kekeruhan yang

ada pada tabung kurang jelas (Pratiwi, 2008).

2.7 ldentifikasi Senyawa Bioaktif Sargassum sp. dengan GC-MS

Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) merupakan dua sistem terpi-
sah, yaitu GC dan MS yang digabungkan menjadi satu instrument. GC-MS dapat
digunakan secara bersamaan. Penggunaan kromatografi gas (GC) dilakukan untuk
mencari senyawa yang mudah menguap pada kondisi tekanan tinggi dan tekanan
rendah jika dipanaskan. Spektrometri massa (MS) digunakan untuk menentukan
bobot molekul, rumus molekul, dan menghasilkan molekul bermuatan (Darmapat-
ni et al., 2016). Kombinasi GC dan MS memungkinkan pemisahan senyawa yang
sangat kompleks dan analisis yang sangat sensitif, sehingga GC-MS sering digu-
nakan dalam berbagai bidang, termasuk analisis lingkungan, analisis makanan,

analisis forensik, dan lainnya.

Sampel yang mengandung senyawa volatil diinjeksikan ke dalam sistem GC dan
senyawa tersebut akan dipisahkan berdasarkan sifat kepolarannya di dalam kolom
yang terisi pada fase stasioner. Setelah terelusi dari sistem GC, senyawa tersebut
akan masuk ke dalam sistem MS dan senyawa-senyawa tersebut akan diionisasi
dengan energi tertentu dan difragmentasi menjadi ion fragment. lon fragment ter-
sebut kemudian akan dideteksi oleh detektor MS, dan hasil deteksi ini akan dio-
lah oleh komputer untuk menghasilkan spektrum massa dari senyawa - senyawa
tersebut. Spektrum massa ini kemudian akan digunakan untuk mengidentifikasi
senyawa-senyawa tersebut berdasarkan pola fragmentasi unik dari masing-masing

senyawa (Al-Rubaye et al., 2017).

Beberapa karakteristik khusus yang dimiliki oleh GC-MS vyaitu:
a. Rentang massa atom yang luas: 1-1200 u
b. Sumber lon: EI (ionisasi dampak elektron) dan CI (ionisasi kimia) (up to 350)

c. Batas deteksi instrumen rendah (<10 fg dari oktafluoronaftalena (OFN)

o

Sensitivitas yang tinggi terhadap sampel uji
e. Ultra fast scanning speed (20.000 amu/s)
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f.  Dual filament: uninterruptible dan analisis stabil
g. Autosampler: sampel otomatis akan terbaca oleh instrument setelah

dimasukkan kedalam alat.

Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) dapat digunakan untuk me-
nguji kemurnian dari bahan tertentu dan memisahkan berbagai komponen dari
campuran. GC-MS dapat menentukan berat molekul suatu senyawa dan rumus
molekul tanpa melalui analisis unsur. Selain itu, GC-MS dapat digunakan untuk
mengenali senyawa berdasarkan reaksi fragmentasi, sehingga bisa didapatkan cara
tambahan untuk mengetahui apakah senyawa tersebut termasuk golongan alkohol,
asam karboksilat, aldehida, dan lain sebagainya. Penggunaan GC-MS biasanya di-
gunakan dalam lingkup kimia, farmasi, biologi, lingkungan, forensik, makanan,

minuman, minyak, dan gas alam.



3.1. Tempat dan Waktu

I1l. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 22 Januari — 20 April 2024 di Laborato-

rium Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universi-

tas Lampung

3.2. Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian dapat dilihat pada Tabel 2 dan 3.

Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian

No Alat Keterangan/fungsi

1 Bunsen Sterilisasi di dalam laminar air flow.

2 Erlenmeyer Alat untuk membuat media.

3 Gelas ukur Alat ukur pelarut saat membuat media.

4 Blender Alat untuk menghaluskan Sargassum sp.

5 Plastik zip Wadah sampel tepung Sargassum sp.

6 Kertas label Pemberian nama sampel.

7 Hot plate Untuk menghomogenkan media.

8 Cawan petri Pengujian sampel.

9 Autoklaf Sterilisasi alat dan bahan.

10 Jaslab Alat pelindung dan menjaga tubuh tetap steril.

11  Laptop Mencatat dan mengolah data hasil uji.

12 Inkubator Tempat inkubasi mikroba dengan suhu terkontrol.

13  Pipet tetes5 mL Alat pemindah larutan.

14 Rotary evaporator Ekstrak Sargassum sp.

15  Pinset Untuk mengambil dan meletakkan kertas cakram.

16  Jarum ose Untuk menginokulasi mikroba.

17 Log book Untuk mencatat kegiatan harian dan data mikroba.

18  Tabung reaksi Wadah media tumbuh isolat dan bakteri patogen.

19  Timbangan digital Untuk menimbang media.

20 Oven Untuk mengeringkan Sargassum sp.

21 GC-MS Untuk menganalisis senyawa bioaktif dari
Sargassum sp.

22 Toples Maserasi Sargassum sp.

23 Jangka sorong Untuk mengukur zona bening.
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Tabel 3. Bahan yang digunakan dalam penelitian

No Bahan Keterangan/fungsi
1 Sargassum sp. Sampel penelitian.
2 Akuades Sterilisasi alat.
3 Metanol teknis Bahan ekstraksi.
4 Alkohol Mensterilisasi alat dan diri.
5 TSA Media tumbuh bakteri.
6 TSB Media tumbuh bakteri.
7 Bakteri Pseudomonas Sampel penelitian.
aeruginosa
8 Bakteri Vibrio harveyi Sampel penelitian.
9 Cotton swab Untuk meratakan bakteri dari media cair di atas
media agar.
10  Air laut steril Untuk membuat media.
11 Plastik wrap Membungkus tepian cawan petri.
12 Kertas tisu Membersihkan alat.
13 Sarung tangan medis Melindungi tangan dan mencegah kontaminasi.
14 Masker Mencegah terjadinya kontaminasi.
3.3. Metode

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif dengan metode eksperimental la-

boratori. Penelitian ini terdiri dari ekstraksi rumput laut Sargassum sp., karakteri-

sasi ekstrak yang meliputi analisis GC-MS dan analisis antibakteri pada bakteri

Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio harveyi.

3.4. Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian diawali dengan pengambilan sampel Sargassum sp. Sampel

dikeringkan dan dibuat serbuk agar mudah diekstraksi. Selanjutnya, sampel dila-

kukan pengecekan profil senyawa bioaktif menggunakan alat GC — MS dan dila-

kukan pengujian antibakteri dari Sargassum sp. terhadap bakteri Pseudomonas

aeruginosa dan Vibrio harveyi. Adapun tahapan penelitian dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 4. Prosedur penelitian.
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3.4.1. Pengambilan Sampel Rumput Laut Sargassum sp.

Sampel Sargassum sp. diambil di perairan Pantai Sebalang, Kecamatan Katibung,
Kabupaten Lampung Selatan. Pengambilan sampel dilakukan di tepi pantai de-
ngan kedalaman kurang lebih 1 - 2 m. Sampel yang telah diambil kemudian diber-
sihkan dengan air laut dan dimasukkan ke dalam plastik zip. Selanjutnya, sampel
dibawa ke laboratorium untuk dikeringkan.

3.4.2. Penepungan Sargassum sp.

Sampel Sargassum sp. dicuci dengan air laut dan dibilas hingga bersih. Sampel
dikeringanginkan selama = 5 hari. Sampel yang telah kering, kemudian dihalus-
kan menggunakan blender hingga diperoleh bentuk bubuk. Selanjutnya, sampel
dilakukan pengayakan dan sampel hasil pengayakan dikemas rapat dengan diberi
label serta ditutup menggunakan aluminium foil agar terlindung dari sinar mata-

hari. Sampel kemudian disimpan pada suhu ruang (4 °C) (Sidauruk et al., 2021)

3.4.3. Ekstraksi Sargassum sp.

Ekstraksi Sargassum sp. dilakukan menggunakan metode maserasi. Maserasi dila-
kukan sekitar 7 hari pada suhu ruang dan dalam wadah tertutup rapat (Moniung et
al., 2022). Total berat Sargassum sp. kering yang digunakan yaitu 250 g. Pelarut
yang digunakan yaitu metanol 70% sebanyak 750 mL. Perbandingan bahan dan
pelarut yang digunakan ditentukan berdasarkan Sidauruk et al. (2021), yaitu 1:3
(b/v). Metanol memiliki sifat polar yang dapat menarik senyawa-senyawa bioaktif
yang terkandung di dalam Sargassum sp. Setelah dilakukan maserasi, sampel ke-
mudian disaring menggunakan kertas saring. Selanjutnya, filtrat diuapkan meng-
gunakan rotary evaporator agar didapatkan ekstrak kasar Sargassum sp. tanpa
kandungan metanol. Terakhir, hasil ekstrak kasar yang berbentuk pasta dimasuk-
kan ke dalam botol vial yang tertutup rapat dan simpan ke dalam lemari pendi-

ngin.
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Penghitungan rendemen:

Berat ekstrak yang didapat
% Rendemen = - — - x 100%
Berat simplisia yang di ekstrak

= 148 100%
- 250g "

440
250

= 1,76 %

3.4.4. Kultur Isolat Bakteri Vibrio harveyi dan Pseudomonas aeruginosa

Isolat murni bakteri Vibrio harveyi dan Pseudomonas aeruginosa dikultur pada
media TSA yang baru untuk memperoleh kepadatan masing — masing 10¢ (Rusadi
et al., 2019) dan 10® (Nurjanah et al., 2014). Setelah 1x24 jam bakteri hasil kultur
diamati, jika sudah tumbuh dilakukan kultur bakteri menggunakan TSB. Setelah
bakteri isolat tumbubh, isolat diinokulasikan pada media TSA miring dan diberi
pengkodean sesuai sampel. Isolat disimpan di inkubator dan siap digunakan untuk

uji aktivitas antibakteri.

3.4.5. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk melihat aktivitas ekstrak Sargassum sp.
terhadap bakteri patogen. Oleh karena itu, uji ini sering disebut uji konfirmasi un-
tuk melihat adanya aktivitas daya hambat suatu ekstrak terhadap bakteri patogen.
Aktivitas daya hambat dapat berasal dari sel dan juga senyawa metabolit sekunder
yang terkandung di dalamnya. Uji aktivitas dilakukan dengan metode difusi agar
menggunakan kertas cakram (Trianto et al., 2019). Ekstrak diuji tantang dengan
bakteri Vibrio harveyi dan Pseudomonas aeruginosa. Uji aktivitas antibakteri ter-
diri dari dua tahap uji, yaitu uji pendahuluan dan uji utama. Uji pendahuluan digu-
nakan untuk menentukan konsentrasi ekstrak Sargassum sp. dalam uji utama. Ha-
sil uji pendahuluan disajikan dalam Lampiran 5

Adapun langkah-langkahnya uji aktivitas antibakteri adalah sebagai berikut:

1. Bakteri patogen yang telah dikultur dituang sebanyak 100uL ke dalam cawan

berisi media lalu diratakan menggunakan spreader.



22

2. Kertas cakram ditetesi dengan ekstrak yang sudah tersedia dengan konsentrasi
ekstrak 10 ppm, 30 ppm, 50 ppm, 70 ppm, dan 90 ppm menggunakan mikro-
pipet.

3. Larutan ampisilin digunakan sebagai kontrol positif dengan konsentrasi 1%.

4. Pelarut digunakan sebagai kontrol negatif.

5. Kemudian diinkubasi kembali selama 1-2 hari untuk dilihat ada atau tidaknya
zona hambat.

6. Setelah itu, luas zona hambat dihitung menggunakan jangka sorong.

3.4.6. Analisis Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS)

Analisis senyawa bioaktif dilakukan dengan alat GC-MS (kromatografi gas —
spektrometri massa) yang berada di Pusat Laboratorium Forensik Bareskrim Polri,
Bogor, Jawa Barat. Energi ionisasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah se-
kitar 70 eV. Gas helium (kemurnian 99,999%) digunakan sebagai gas pembawa
dengan laju alir konstan 1,21 mL/menit. 1 mikro liter sampel disuntikkan dalam
mode split dengan rasio 10. Masing — masing suhu injektor GC dan jalur transfer
MS diatur pada 230 dan 280 °C. Suhu sumber ion dipertahankan secara konstan
pada 300 °C. Suhu oven diatur pada 100 °C selama 2 menit. Selanjutnya, jumlah-
nya meningkat menjadi 200 °C (pada jam 5 “C/menit) dengan waktu tahan 5 menit
hingga 235 °C (jam 10 “C/menit) selama 10 menit. Puncak yang dihasilkan diana-
lisis di perpustakaan spektrum massa bawaan seperti NIST05.LI1B dan WILEY 8-
LIB (Kumar et al., 2013).

3.5. Pengolahan dan Analisis Data

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini ialah menggunakan analisis sta-
tistik. Data yang dikumpulkan yaitu data hasil analisis GC-MS dan data uji aktivi-
tas antibakteri. Data tersebut akan diolah dan dihitung standar deviasinya meng-
gunakan Microsoft Excel 2019. Perhitungan standar deviasi untuk mengetahui se-
berapa luas penyimpangan nilai data tersebut dari nilai rata-rata zona hambat yang
terbentuk.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapat kesimpulan berupa:

1. Hasil uji GC-MS ekstrak rumput laut Sargassum sp. didapatkan 33 senyawa
(12 asam lemak, 15 senyawa bioaktif lainnya, 3 petrokimia, 2 silikon, dan 1
ftalat). Berdasarkan studi pustaka yang sudah dilakukan terdapat 14 senyawa
yang teridentifikasi sebagai antibakteri dengan kandungan dominan terdiri da-
ri senyawa stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol (30,648% dan 1,062%), n-Hexade-
canoid acid (27,241%), dan arachidonic acid (20,918%).

2. Ekstrak rumput laut Sargassum sp. memiliki aktivitas sebagai antibakteri di-
buktikan dengan adanya zona hambat ekstrak Sargassum sp. terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Vibrio harveyi dalam uji secara in vitro. Zona
hambat terbentuk pada semua konsentrasi yang diujikan, tetapi zona hambat
yang didapatkan dikategorikan lemabh.

5.2. Saran

Jika dilihat dari hasil uji GC-MS Sargassum sp memiliki kandungan asam lemak
yang tinggi, sehingga peneliti menyarankan adanya penelitian terkait pengaplika-
sian ekstrak Sargassum sp sebagai pengkayaan pakan alami guna untuk mening-

katkan kelulus hidupan larva ikan pada masa kritis.
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