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ABSTRAK 

SKRINING BAKTERI SIMBION PADA SPONS SEBAGAI 

ANTIBAKTERI Multi Drug Resistant (MDR) 

Oleh 

DWI PUSPITASARI 

Permasalahan resistensi antibiotik mendorong penelitian untuk mencari antibiotik 

baru salah satunya yang bersumber dari laut. Bakteri yang banyak ditemukan re-

sisten terhadap antibiotik adalah bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia 

coli. Spons memiliki potensi menghasilkan senyawa aktif sebagai bahan baku 

obat. Pemanfaatan spons yang berlebihan untuk mencari bahan bioaktif yang baru 

dapat mengakibatkan tindakan yang kurang konservatif yang dapat merugikan sis-

tem ekologi biota laut. Alternatif yang dapat dilakukan adalah penelitian dengan 

memanfaatkan bakteri simbion spons untuk mencari senyawa agen antibiotik ba-

ru. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi dan mengidentifikasi bakteri simbi-

on spons sebagai antibakteri. Penelitian dilakukan pada bulan September 2022-

September 2023 di Laboratorium Oseanografi. Spons yang digunakan adalah Sty-

lissa massa. Hasil isolat bakteri simbion spons Stylissa massa yang potensial yaitu 

BSP-01 dan BSP-06. BSP-01 memiliki aktivitas antibakteri pada uji pendahuluan 

terhadap patogen S. aureus strain MDR dan E. coli strain MDR dengan zona ham-

bat 4,74 mm dan 4,02 mm. BSP-06 memiliki zona hambat terhadap S. aureus stra-

in MDR  sebesar 5,82 mm dan MDR E. coli strain MDR sebesar 4,6 mm. Hasil 

identifikasi molekuler dari bakteri simbion potensial spons S. massa adalah bak-

teri Bacillus altitudinis (BSP-01) dan Bacillus thuringiensis (BSP-06). 

Kata kunci : Antibiotik, E. coli, Multi drug resisten, S. aureus, Spons 



 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

SCREENING OF SYMBIONT BACTERIA IN SPONGES AS 

ANTIBACTERIAL Multi Drug Resistant (MDR) 

 

 

By 

 

 

DWI PUSPITASARI 

 

 

The problem of antibiotic resistance driven research to find out the new antibio-

tics, that one of them comes from the sea. The bacteria that are highly resistant to 

antibiotics include Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Sponges have the 

potential to produce active compounds as raw materials for drugs. The exploitati-

on of sponge as the source of substances can lead to harm the ecological system of 

marine biota. The alternative approach is to explore the symbiotic bacteria of spo-

nges to discover new antibiotic agents. The aimed of this research are to find out 

and identify symbiotic bacteria in sponges as antibacterial agents. The study was 

conducted from September 2022 to September 2023 in the Oceanography Labo-

ratory. The sponge used Stylissa massa. The result of this research have been fin-

ding two isolated bacteria i.e BSP-01 and BSP-06. Both of isolate showed the ac-

tivity as anti bacterial to S. aureus and E. coli by forming the inhibition zone. The 

inhibition zone formed by isolate BSP-01 were 4,74 mm and 4,02 mm respecti-

vely. Meanwhile, the inhibition zones formed by isolate BSP-6 were 5,82 and 4,6 

mm respectively. Molecular identification revealed that the potential symbiotic 

bacteria from Stylissa massa sponges were Bacillus altitudinis (BSP-01) and 

Bacillus thuringiensis (BSP-06). 

 

 

Keywords: Antibiotic, E.coli, Multi drug resistant, S. aureus, Sponges
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Resistensi antibiotik pada strain bakteri patogen muncul sebagai ancaman 

serius bagi kesehatan masyarakat dalam beberapa tahun terakhir (Mouokeu et al., 

2011). Bakteri yang banyak ditemukan resisten terhadap antibiotik adalah bakteri 

S. aureus dan E. coli. E. coli merupakan bakteri yang hidup di usus manusia dan 

hewan. Pada umumnya bakteri ini tidak berbahaya dan merupakan bagian penting 

di saluran usus manusia yang sehat. Namun, beberapa E. coli bersifat patogen 

yang dapat menyebabkan penyakit seperti diare dan penyakit saluran usus lainnya 

(CDC, 2014). Bakteri E. coli diketahui resisten terhadap antibiotik ampisilin 

(34%), kotrimoksazol (29%) dan kloramfenikol (25%) (Depkes RI, 2011). 

Staphylocccus aureus merupakan bakteri patogen penyebab infeksi nosokomial 

dan keracunan makanan (Lutpiatina, 2015). Bakteri S. aureus ditemukan resisten 

terhadap berbagai antibiotik seperti sefalosporin, penisilin dan karbapenem (Ke-

malaputri et al., 2017). Permasalahan resistensi antibiotik mendorong penelitian 

untuk mencari antibiotik baru salah satunya yang bersumber dari laut. 

Sumber daya laut merupakan sumber daya hayati yang sangat potensial untuk 

dikembangankan dan dikelola secara maksimal (Marzuki et al., 2014). Kekayaan 

bahari tersebut dapat dimanfaatkan untuk penelitian dan pengembangan bahan da-

sar obat (Meldha et al., 2021). Spons memiliki potensi besar dalam menghasil-kan 

senyawa aktif sebagai bahan baku obat. Spons telah dimanfaatkan dalam bidang 

farmasi karena sejak dulu berpotensi sebagai obat dengan kandungan senyawa 

bioaktif yang ada didalamnya (Schram et al., 2019). Komunitas mikroba yang 

beragam dan berjumlah besar pada spons diduga merupakan sumber dari berbagai 

senyawa bioaktif tersebut. Isolasi bakteri yang bersimbiosis dengan spons, dan 
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karakterisasi senyawa bioaktif yang dihasilkan bakteri tersebut merupakan strategi 

yang dapat digunakan dalam memproduksi berbagai senyawa yang memiliki po-

tensi terapi antibakteri dalam jumlah besar (Proksch et al., 2003). 

Penelitian mengenai bakteri simbion biota laut telah dilakukan oleh Sartika et 

al., (2014) melaporkan bahwa bakteri simbion alga coklat Sargassum sp. yang 

berasal dari perairan Pulau Lae-Lae memiliki aktivitas antimikroba terhadap bak-

teri E. coli dan S. aureus. Susanti et al., (2021) melaporkan bahwa bakteri endofit 

lamun Enhalus sp. asal perairan Lampung memiliki aktivitas antimikrofouling. 

Madilana et al., (2018) melaporkan bahwa bakteri simbion Karang Porites dari 

perairan Gunungkidul memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli dan 

S. aureus. 

Penelitian yang telah dilakukan oleh Hendrianto et al., (2012) mengenai akti-

vitas antibakteri dari ekstrak bakteri simbion spons yang diambil dari Perairan Pu-

lau Tegal, Lampung. Hasilnya ekstrak tersebut efektif menghambat pertumbuhan 

bakteri E. coli dan S. aureus. Hal tersebut menjadi bukti bahwa perairan Lampung 

memiliki potensi dari biota yang dapat menghasilkan senyawa metabolit sebagai 

antibakteri. Maka perlu dilakukan kajian yang lebih mendalam mengenai potensi 

senyawa antibakteri yang berasal dari mikroba simbion biota laut, agar dapat di-

manfaatkan dengan maksimal dan tetap memegang aspek keberlanjutan. 

 

 

1.2  Tujuan 

Tujuan dari penelitian dengan judul “Skrining Bakteri Simbion pada Spons Seba-

gai Antibakteri Multi Drug Resistant (MDR)” yaitu: 

1. Skrining bakteri simbion spons, 

2. Uji aktivitas ekstrak bakteri simbion spons potensial, dan 

3. Identifikasi molekuler bakteri simbion spons yang potensial sebagai anti-

bakteri terhadap bakteri MDR. 
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1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Sebagai salah satu informasi mengenai potensi antibakteri dari bakteri simbion 

spons, 

2. Sebagai pengetahuan peneliti mengenai potensi antibakteri dari bahan alam, 

dan 

3. Sebagai bahan referensi untuk penelitian lanjutan di bidang yang serupa. 

 

 

1.4 Kerangka Pikir 

Resistensi bakteri terhadap antibiotik menjadi ancaman serius bagi masyara-

kat. Bakteri resisten yang sering menginfeksi manusia di antaranya E. coli  dan S. 

aureus. Permasalahan resistensi antibiotik mendorong pene-litian untuk mencari 

antibiotik baru salah satunya yang bersumber dari lautan. Potensi senyawa bioak-

tif dari biota laut sangat besar dan dapat digunakan dalam bidang farmasi sebagai 

bahan baku obat-obatan. 

Penelitian mengenai senyawa bioaktif dari biota laut telah banyak dilakukan 

seperti halnya pada spons. Namun pemanfaatan langsung dari spons yang dilaku-

kan terus-menerus dalam jumlah besar dapat mengakibatkan kegiatan kurang kon-

servatif. Maka dilakukanlah penelitian dengan menggunakan bakteri simbion 

spons untuk mengetahui adanya kandidat senyawa aktif sebagai antibakteri. Pene-

litian menggunakan bakteri simbion dapat mendukung aspek keberlanjutan spons 

pada ekosistem karena menggunakan sedikit bagian dari spons dan dikembangkan 

dalam skala laboratorium. 

Permasalahan resistensi antibiotik mendorong penelitian untuk mencari anti-

biotik baru salah satunya yang bersumber dari lautan. Potensi senyawa bioaktif 

dari biota laut sangat besar dan dapat digunakan dalam bidang farmasi sebagai 

bahan baku obat-obatan. Pemanfaatan bakteri simbion spons dilakukan guna me-
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nemukan senyawa metabolit yang berpotensi sebagai antibakteri terhadap bakteri 

E. coli strain multidrug resistant dan S. aureus strain multidrug resistant.  

Kerangka pikir penelitian terdapat pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Spons 

Spons merupakan hewan multiseluler dari filum Porifera yang termasuk 

komponen biota penyusun terumbu karang. Spons terbagi dalam empat kelas uta-

ma, yaitu Demospongiae, Hexactinellida, Calcarea, dan Homoscleromorpha, de-

ngan kelas Demospongiae mencakup sebagian besar spesies spons yang ada (Van 

Soest et al., 2016). Karakteristik spons adalah bersifat filter feeder yaitu menye-

rap, menyaring dan menyebarkan nutrien dalam proses mengolah makanan 

(Isnaeni dan Rahmawati, 2016). 

Habitat spons sangat beragam, mencakup ekosistem laut dangkal hingga 

laut dalam, gua laut, padang lamun, dan substrat keras seperti batu dan terumbu 

karang. Di lingkungan air tawar, spons dari famili Spongillidae dapat ditemukan 

di sungai, danau, dan rawa dengan kondisi perairan yang bersih dan sedikit berge-

rak (Evans & Montagnes, 2019). Spons dapat hidup baik pada perairan dengan 

arus yang kuat , karena aliran air tersebut menyediakan kumpulan makanan dan 

oksigen. Makanan spons terdiri dari detritus organik seperti fitoplankton, zoo-

plankton, dan bakteri yang ditangkap oleh flagella pada spons (Fidayat et al., 

2021). 

Potensi keberagaman jenis spons di Indonesia diperkirakan mencapai 80% 

populasi dunia, menjadikan spons sebagai kekayaan alam laut yang harus diperta-

hankan agar tetap lestari (Marzuki et al., 2016). Spons dapat dimanfaatkan sebagai 

biomonitor dan bioindikator pencemaran di lingkungan perairan karena pola ma-

kannya yang bersifat menyaring apa yang ada di sekitarnya (Dewi, 2010). Hal 

tersebut menjadikan spons memiliki pertahanan ekstra untuk kelangsungan hi-
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dupnya sehingga dikenal memiliki kandungan senyawa bioaktif yang bervariasi 

sesuai dengan kebiasaan makan dari masing-masing jenisnya (Ode et al., 2019). 

 

 

2.2 Potensi Senyawa Bioaktif Spons 

Penemuan senyawa bioaktif pada spons semakin berkembang. Alam et  al.  

(2005)  yang  menemukan senyawa  bioaktif  alkaloid  manzamine  A  dan  8-OH  

manzamine  A  dari  spons Petrosia sp yang diperoleh dari teluk Bunaken Mana-

do. Regalado et al. (2011) yang menemukan  alkaloid  bromopirol  dari  spons 

Agelas  cerebrumdari  Karibia. Beberapa senyawa bioaktif yang telah ditemukan 

dari berbagai jenis spons beserta aktivitas biologisnya dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel 1. Senyawa bioaktif yang ditemukan dari berbagai jenis spons 

No. Jenis spons Kandungan Bioaktif Aktivitas Biologis Sumber 

 

1. Hyrtios erectus Turunan alkil benzoat Aktivitas sitotoksik 

terhadap sel kanker 

payudara (MCF-7) 

Hawas et al., 

2017 

2. Petrosia sp Senyawa alkaloid ( 6-

hydroxyl-1,3,7-

trimethyl-3,5-dihydro-

1-himidazo[4,5-c] 

piridine-2,4-dione 

Antioksidan secara 

kualitatif 

Malaka et al., 

2021 

3. Melophlus 

sarasinorum 

Alkaloid, flavonoid, 

saponin, dan tannin 

Imunomodulator Wahyuni et al., 

2019 

4. Stylissa massa Alkaloid, terpenoid, 

dan steroid 

Aktivitas antimalaria Presson et al., 

2021 

5. Callyspongia 

aerizusa 

Alkaloid, terpenoid, 

flavonoid, steroid, dan 

saponin 

Aktivitas antibakteri 

terhadap Streptococcus 

mutans 

Mangurana et 

al., 2019 

6. Lamellodysidea 

herbacea 

Alkaloid,  flavonoid,  

steroid,  saponin  dan  

tannin 

Aktivitas antioksidan Rumagit et al., 

2015 

7. Petrosia alfiani β- sitosterol Aktivitas sitotoksik 

dan antimikroba 

Aqa’id et al., 

2015 

8. Phylospongia sp Alkaloid, steroid, dan 

flavonoid 

Aktivitas antibakteri  

terhadap  

Staphylococcus aureus 

Sahputra et al., 

2019 

9. Ptilocaulis 

marquezii 

Alkaloid dan 

triterpenoid 

Aktivitas daya hambat 

terhadap Escherichia 

coli 

Maisaroh et al., 

2023 

10. Haliclona sp Alkaloid dan steroid Aktivitas sitotoksik 

dan berpotensi sebagai 

antikanker 

Kurniawan et 

al., 2021 
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2.3 Bakteri yang Bersimbiosis dengan Spons 

Bakteri dan spons memiliki hubungan simbiosis secara mutualisme (Mega-

wati et al., 2019). Hubungan simbiosis mutualisme merupakan hubungan yang sa-

ling menguntungkan. Mikroorganisme simbion memberikan sumber makanan ba-

ik untuk spons dan untuk dirinya sendiri, sedangkan spons menyediakan tempat 

tinggal untuk mikroorganisme (Marzuki et al., 2016). Adanya senyawa aktif yang 

dihasilkan oleh bakteri simbion spons dan memiliki sifat antagonisme diketahui 

menghambat pertumbuhan Staphylococcus lugdunensis (Situmorang, 2019). Hal 

tersebut dapat terjadi karena adanya hubungan asosial dimana bakteri tidak dapat 

hidup berdampingan dengan bakteri lainnya (Pastra dan Surbakti, 2012). 

Beberapa penelitian terkait pemanfaatan spons yang berlebih dengan tujuan 

mencari senyawa bioaktif yang berpotensi dalam bidang farmakologis seperti hal-

nya antibakteri dapat mengakibatkan tindakan yang kurang konservatif karena da-

pat merusak ekologi laut. Oleh karena itu apabila bakteri simbion yang berasosiasi 

dengan spons dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang sama dengan inangnya 

akan lebih mengu-rangi risiko kerusakan alam. Selain itu pemanfaatan bakteri 

simbion spons lebih menguntungkan karena dapat dikultur dalam skala labora-

torium dan dalam waktu relatif singkat dapat diperbanyak dengan mudah 

(Gultom, 2014). 

 

 

2.4 Potensi Senyawa Bioaktif Bakteri Simbion Spons 

Mikroorganisme dijumpai hidup dan berkolonisasi dengan memanfaatkan 

nutrien yang terdapat pada spons. Mikroorganisme dapat berupa bakteri atau ja-

mur. Produk alami laut sebagai hasil metabolit sekunder dihasilkan oleh kehadiran 

mikroorganisme pada jaringan spons sebagai simbion, baik simbion intraseluler 

maupun ekstraseluler. Senyawa-senyawa organik tersebut dapat ditransformasi 

karena adanya kerjasama antara simbion dan inangnya. Kehadiran kedua pasang-

an simbion ini juga menjadi syarat untuk menghasilkan metabolit sekunder seperti 

senyawa bioaktif yang bersifat antimikroba (Abubakar, 2009). Beberapa bakteri 
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simbion spons beserta senyawa bioaktif yang telah diteliti dapat dilihat pada Tabel 

2. 

Tabel 2. Senyawa bioaktif bakteri simbion spons 

No Jenis spons Bakteri simbion Kandungan 

senyawa 

Aktivitas biologis Sumber 

1. Callyspongiidae Kelompok bakteri 

gram negatif 

Enzim amilase Agen 

bioremediatory 

Marzuki et al, 

2014 

 

2. 

 

Pseudoceratina 

purpurea 

 

Famili Bacillaceae 

 

Senyawa 

peptida 

 

Antibakteri 

 

Kanagasabha

pathy et al, 

2005 

3. Spheciospongia 

vagabunda 

Actinokineospora 

spheciospongiae sp. 

november 

 

Fridamycins H Anti-tripanosomal Tawfike et al, 

2019 

4. Spirastrella  

sp.  dan  

Plakinastrela  

Sp 

 

Kelompok bakteri 

gram positif 

Triterponoid 

dan flavonoid 

Anthelmintika Faisal et al, 

2014 

5. Callyspongia 

aerizusa 

Bakteri 

Desulfotomaculum    

dan    bakteri 

Brochothrix 

- Antibakteri 

terhadap 

Staphylococcus 

aureus dan 

Escherichia coli 

 

Liempepas et 

al, 2019 

6. Spheciospongia 

inconstans 

 

Bacillus 

thermopillus 

- Antibakteri Pahriyani et 

al, 2019 

7. Aplysina 

aerophoba 

Axinella 

polypoides 

Tedania sp. 

Tethya sp. 

Streptomyces sp. Valinomicin 

Staurosporine 

Butenolide 

Anti-parasit 

Anti-infeksi 

Pimentel et 

al, 2010 

 

 

2.5 Bakteri Multi Drug Resistant (MDR) 

Bakteri multi drug resistant (MDR) merupakan bakteri yang telah menga-

lami resistensi terhadap beberapa jenis antibiotik. Pemakaian antibiotik yang tidak 

bijaksana menyebabkan bakteri yang semula sensitif terhadap antibiotik menjadi 

resisten (Lenny dan Zuhra, 2005). Resistansi bakteri terjadi ketika kehidupan sel 

bakteri tidak terganggu oleh antibakteri. Resistensi merupakan mekanisme alami 

untuk bertahan hidup bakteri yang dibagi menjadi resistensi genetik, resistensi 

nongenetik, dan resistensi silang. Resistensi genetik merupakan mutasi spontan   

karena terjadi tanpa dipengaruhi keberadaan anti mikroba tersebut, resistensi non 
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genetik terdapat pada mikroba dalam keadaan inaktif atau istirahat, sedangkan 

resistenasi silang sifat resistensi mikroba terhadap suatu mikroba tertentu juga 

memperlihatkan sifat resistensi terhadap mikroba yang lain (Walewangko et al., 

2015). Secara garis besar bakteri dapat dibedakan antara bakteri Gram-positif dan 

Gram-negatif yang dibedakan berdasarkan dinding sel (Wassenaar, 2012). E. coli 

mewakili gram-negatif dan S. aureus mewakili gram-positif merupakan contoh 

bakteri yang resisten terhadap beberapa antibiotik (Lestari et al., 2008). 

 

 

2.5.1 Eschericia coli strain multi drug resistant 

Jenis antibiotik yang resisten dan sensitif oleh MDR E. coli disajikan pada 

Tabel 3. 

Tabel 3. Resistensi bakteri E. coli strain MDR terhadap antibiotik 

No. Antibiotik Keterangan 

1. Ampicillin Resisten 

2. Ampicillin/Sulbactam Resisten 

3. Piperacillin/Tazobactam Resisten 

4. Ceftazidime Resisten 

5. Ceftriaxone Resisten 

6. Cefepime Resisten 

7. Aztreonam Resisten 

8. Ertapenem Sensitif 

9. Meropenem Sensitif 

10. Amikacin Sensitif 

11. Gentamicin Sensitif 

12. Ciprofloxacin Resisten 

13. Tigecycline Sensitif 

14. Nitrofurantoin Sensitif 

15. Trimethoprim/Sulfamethoxazole Sensitif 

(Microbiology Chart Report Vitek 2 RSUP DR. Kariadi, 2020) 

 

E. coli adalah penghuni usus normal dan patogen umum yang menyebab-

kan infeksi saluran kemih, infeksi enterik, dan infeksi aliran darah atau sistemik 
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(BSI) pada manusia. Resistensi terhadap antibiotik yang paling banyak digunakan, 

antibiotik β-laktam, biasanya disebabkan oleh produksi β-laktamase. E. coli telah 

menjadi multiresisten melalui produksi berbagai β-laktamase (Sidjabat dan Pater-

son, 2015). Kelompok E. coli patogen ekstra-intestinal, menyebabkan infeksi eks-

tra-intestinal, terutama infeksi saluran kemih, dan merupakan organisme kunci 

yang menyebabkan penyebaran resistensi antibiotik (Pitout, 2012). 

 

2.5.2 Staphylococcus aureus strain multi drug resistant 

Jenis antibiotik yang resisten dan sensitif oleh S. aureus disajikan pada 

Tabel 4. 

Tabel 4. Resistansi bakteri S. aureus strain MDR terhadap antibiotik 

No. Antibiotik Keterangan 

1. Benzylpenicillin Resisten 

2. Oxacillin Resisten 

3. Gentamicin Sensitif 

4. Ciprofloxacin Sensitif 

5. Levofloxacin Sensitif 

6. Moxifloxacin Sensitif 

7. Erythromycin Sensitif 

8. Clindamycin Sensitif 

9. Quinupristin/Dalfopristin Sensitif 

10. Linezolid Sensitif 

11. Vancomycin Sensitif 

12. Tetracycline Resisten 

13. Tigecycline Sensitif 

14. Nitrofurantoin Sensitif 

15. Rifampicin Sensitif 

16. Trimethoprim/Sulfamethoxazole Sensitif 

(Microbiology Chart Report Vitek 2 RSUP DR. Kariadi, 2020) 

 

S. aureus strain MDR adalah golongan bakteri Gram-positif yang resisten 

terhadap penisilin semisintetis (Nurkusuma, 2009). S. aureus telah muncul 

beberapa dekade terakhir dan terus menjadi penyakit yang mengancam di seluruh 
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dunia. Kasus multi-resisten telah muncul di beberapa bagian dunia. Studi terbaru 

menunjukkan bahwa 50% isolat S. aureus strain MDR telah resisten terhadap 

ciprofloxacin, gentamisin dan klindamisin (Lestari dan Severin, 2009). S. aureus 

strain MDR  mendapat perhatian yang lebih besar dibanding S. aureus sensitif 

terhadap metisilin, karena sebagai penyebab infeksi nosokomial yang kasusnya 

terus meningkat di dunia. 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada 2 September 2022-7 September 2023 di 

Laboratorium Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Ilmu Kelautan dan Labora-

torium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Pe-

ngambilan sampel spons dilakukan  2022 di perairan Pulau Pahawang. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat dan bahan yang digunakan dalam penelitian merupakan alat dan bahan yang 

digunakan pada pengambilan sampel di lapangan dan pengujian di Laboratorium 

Oseanografi Jurusan Perikanan dan Kelautan dan Laboratorium Bioteknologi 

Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Alat yang digunakan pada 

kegiatan penelitian dapat dilihat pada Tabel 5. 

Tabel 5. Alat yang digunakan 
 

No Alat Keterangan/fungsi 

1 Autoklaf Sterilisasi alat dan bahan  

2 Bunsen Sterilisasi di dalam laminar air flow 

3 Cawan petri Wadah media tumbuh  

4 Coolbox Alat penyimpanan sampling 

5 Coolpack Alat pendingin pada coolbox 

6 Erlenmeyer Wadah untuk membuat media 

7 Gelas ukur Pengukur pelarut untuk membuat media 

8 Hot plate Untuk memanaskan media menjadi campuran yang homogen 

9 Inkubator Tempat inkubasi mikroba dengan suhu terkontrol 
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Bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 6. 

Tabel 6. Bahan yang digunakan 

No Bahan Kegunaan/fungsi 

1 Akuades Sebagai pelarut media, untuk sterilisasi pada autoklaf 

2 Air laut steril Sebagai pelarut media, untuk sterilisasi pada autoklaf 

3 Alkohol Mensterilisasi alat dan diri 

4 Aluminum foil Untuk membungkus alat 

5 Kain kasa Untuk membuat penutup tabung reaksi dan Erlenmeyer 

6 Karet gelang Untuk mengikat aluminum foil dengan tabung dan 

Erlenmeyer 

7 Masker Penutup hidung dan mulut untuk mencegah kontaminasi 

8 Sarung tangan medis Melindungi tangan dan mencegah kontaminasi 

9 Nystatin 100.000 IU Sebagai kontrol (-), mencegah kontaminasi oleh jamur 

10 

11 

Papper disk 

Plastik tahan panas 

Untuk uji antagonis terhadap bakteri patogen 

Membungkus alat dan bahan saat sterilisasi 

12 Plastik wrap Membungkus tepian cawan petri dan mulut tabung 

13 Tissue Membersihkan alat 

14 

15. 

16. 

Kloramfenikol 

Zobell marine agar 

Nutrient Agar (NA) 

Sebagai kontrol (+), menghindari kontaminasi media 

Media tumbuh bakteri simbion 

Media tumbuh bakteri patogen 

10 Jangka sorong Untuk mengukur zona bening 

 

11 

 

Jarum ose 

 

Untuk menginokulasi mikroba 

12 Jas lab Alat pelindung dan menjaga tubuh tetap steril 

13 Laptop Untuk menuliskan dan menganalisis data hasil uji 

14    Lemari pendingin   Menaruh media agar dan media cair yang belum terpakai 

15 Log book dan alat tulis Untuk menuliskan kegiatan harian dan data mikroba 

17 Pinset Untuk memegang dan meletakkan kertas cakram 

18 Pipet tetes Untuk mengambil larutan 

19 Pisau/cutter Untuk mengiris dan menyayat sampel 

20 Shaker mencampur zat pada tabung atau labu dengan 

mengguncangkannya 

21 Spreader Untuk meratakan bakteri di atas media agar 

22 Tabung reaksi Wadah media tumbuh untuk kultur bakteri 

23 Timbangan digital Untuk menimbang media dan bakteri 

Tabel 5 (Lanjutan) 
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17. 

18. 

19. 

 

 

Nutrient Broth (NB) 

Metanol 

Cotton swab 

 

 

Media cair untuk bakteri patogen dan potensial 

Pelarut untuk ekstraksi bakteri 

Untuk mengambil dan meratakan bakteri saat inokulasi 

 

 

 

3.3 Metode Penelitian  

Langkah-langkah kerja yang dilakukan dalam kegiatan penelitian disajikan 

pada Gambar 2. Langkah pertama yang dilakukan adalah preparasi alat dan bahan 

yang akan digunakan. Pengambilan sampel spons dan isolasi bakteri simbion 

spons, kemudian dilanjutkan dengan pemurnian dan peremajaan isolat bakteri. 

dilakukan uji antagonis isolat untuk melihat ada atau tidaknya zona hambat yang 

terbentuk. Isolat bakteri simbion yang menghasilkan zona hambat diidentifikasi 

mikroskopis dan uji gram serta dikultur ulang pada media zobell marine agar. 

Setelah dikultur pada media zobell marine agar, dilanjutkan dikembangkan lebih 

banyak pada media cair zobell marine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Diagram alir metode penelitian. 

Tabel 6 (Lanjutan) 
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Bakteri simbion spons yang telah dikultur kemudian dipanen dan selan-

jutnya diekstraksi. Ekstrak bakteri diuji aktivitasnya terhadap bakteri uji meng-

gunakan metode difusi kertas cakram. Ekstrak bakteri juga diuji toksisitas eks-

traknya menggunakan metode Brine Shrimp Lethality Test (BSLT). Setelah selu-

ruh prosedur dilakukan dan mendapatkan data, selanjutnya dilakukan pengolahan 

dan analisis data untuk mendapatkan hasil. 

 

 

3.4 Preparasi Alat Bahan 

 

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Proses sterilisasi alat dan bahan dilakukan dengan 2 dua cara yaitu: 

1. Sterilisasi basah dilakukan ketika preparasi. Alat dan bahan yang akan digu-

nakan disterilkan terlebih dahulu menggunakan autoklaf untuk mencegah 

kontaminasi. 

2. Sterilisasi kering dilakukan sebelum memulai proses isolasi, inokulasi, pe-

murnian, dan peremajaan. Alat yang digunakan ketika sterilisasi kering yaitu 

Bunsen dan alkohol 70%. Semua  proses  penelitian  dilakukan secara  aseptik  

dengan  menggunakan  api  bunsen  dan  dilakukan  dalam  bilik  laminar un-

tuk mencegah kontaminasi dari mikroorganisme lain (Madigan et al.,  2012). 

Cawan petri yang akan digunakan disterilisasi kering terlebih dahulu meng-

gunakan alkohol 70%, lalu dikeringkan menggunakan tisu dan selanjutnya 

dibungkus menggunakan kertas dengan permukaan bersih. Tujuan pembung-

kusan dengan kertas adalah untuk memberi perlindungan ganda cawan petri 

terhadap kontak dengan lingkungan sekitar. Setelah itu dilakukan sterilisasi 

basah dengan diautoklaf. 

 

Media yang dibutuhkan yaitu media zobell marine agar dan nutrient agar 

(NA) dalam bentuk padat, dan nutrient broth (NB) dalam bentuk cair. Tahapan 

pembuatan media yaitu: 
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1. Media yang akan digunakan ditimbang menggunakan timbangan analitik. 

Banyak sedikitnya media disesuaikan degan kebutuhan, perbandingan ba-

nyaknya media dan pelarut dapat dilihat pada petunjuk di kemasan media. 

2. Media dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu ditambahkan pelarut sesuai 

dengan asal isolat bakteri. Isolat yang habitatnya dari laut, pelarutnya berupa 

air laut steril. Isolat yang berasal dari perairan tawar , pelarutnya mengguna-

kan akuades. 

3. Media zobell marine agar diberi antijamur (nystatin) dengan dosis 0,01 ml/L 

untuk menghindari kontaminasi. 

4. Media diaduk menggunakan hot plate stirrer hingga homogen lalu disterilkan 

menggunakan autoklaf. 

5. Media yang akan digunakan di dalam tabung agar miring dituang ke dalam 

tabung reaksi sebelum diautoklaf. 

6. Media dituang ke dalam cawan petri dituang setelah diautoklaf. 

 

 

3.3.2 Pengambilan Sampel dan Isolasi 

Sampel spons yang digunakan diambil dari Perairan Pulau Pahawang, 

Kecamatan Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran dengan acuan Trianto et al., 

2019. Tahapan pengambilan sampel yaitu: 

1. Sampel spons diambil dengan cara skin-diving pada lokasi perairan yang 

terdapat terumbu karang dengan kedalaman 2-5 meter. 

2. Sampel yang telah diambil selanjutnya dibilas menggunakan air laut steril. 

3. Sampel spons dimasukan ke dalam plastik zip dan disimpan di dalam coolbox 

kemudian dibawa ke laboratorium untuk dilakukan isolasi. 

Isolasi dilakukan di Laboratorium Oseanografi Jurusan Perikanan dan 

Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. Isolasi dilakakukan dengan 

metode pengenceran (Marzuki et al., 2014). Tahapan dalam isolasi yaitu: 

1. Sampel spons dibilas menggunakan air laut steril kemudian dipotong kecil-

kecil dan ditimbang 1 gram lalu ditumbuk menggunakan mortar dan stamper. 
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2. Air laut steril disiapkan dalam tabung reaksi. Tabung reaksi pertama diisi 10 

ml, tabung reaksi ke-2 sampai ke-7 diisi 9mL air laut. Isolasi ini mengguna-

kan 6 tingkat pengenceran (100, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6). 

3. Media agar zobell laut yang sudah disterilkan disiapkan dalam cawan petri 

untuk media tumbuh bakteri simbion. 

4. Spons yang sudah halus dimasukkan ke dalam tabung reaksi pertama (100) 

yang berisi 10 ml air laut steril lalu dilarutkan. Pengenceran dilakukan 10-1 

sampai 10-6. 

5. Air laut sebanyak 0,1 ml dari tabung pengenceran 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 diambil 

dan diinokulasi pada media agar zobell laut dalam cawan petri ± 15 ml secara 

aseptik. Setiap tingkat pengenceran diinokulasi dengan 2x pengulangan. 

6. Pinggiran cawan ditutup rapat menggunakan plastik wrap lalu diinkubasi 

pada suhu 37ºC di dalam inkubator selama 24-48 jam. 

 

 

3.3.3 Pemurnian dan Peremajaan Isolat Bakteri 

Setelah 1x24 jam bakteri hasil isolasi diamati, jika sudah tumbuh dilakukan 

peremajaan dan pemurnian. Tahapan yang dilakukan yaitu:  

1. Koloni-koloni bakteri yang tumbuh hasil isolasi selanjutnya dimurnikan 

dengan metode penggoresan kuadran di media zobell agar baru dalam cawan 

petri. Selanjutnya simpan dalam inkubator suhu ruang selama 1x24 jam. 

Lakukan berulang hingga mendapatkan koloni bakteri murni yang tunggal 

dan seragam (Mikdarullah dan Nugraha, 2017). 

2. Isolat-isolat koloni tunggal yang sudah murni selanjutnya dikoleksi, dengan 

cara masing-masing isolat dikultur pada media zobell marine agar tabung 

miring dan diberi pengkodean sesuai sampel yang didapat. 

3. Isolat disimpan di inkubator untuk selanjutnya diidentifikasi dan diseleksi 

secara kualitatif dan kuantitatif. 

4. Bakteri murni yang telah tumbuh disimpan dengan suhu rendah <10oC untuk 

penyimpanan lebih dari 1x24 jam. Untuk penyimpanan bakteri dengan waktu 
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yang cukup lama (maksimal 60 hari) dapat disimpan pada suhu dibawah -20o 

sampai -70oC dengan penambahan DMSO (dimethylsulfoxide). 

 

 

3.3.4 Uji Antagonis Bakteri Isolat dengan Bakteri Patogen 

Penapisan aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi 

cakram (Radjasa et al, 2007). 

1. Bakteri E. coli strain MDR dan S. aureus strain MDR sebanyak 100 µl pada 

fase log (109 sel/ml) disebar diatas media agar NA tawar dan diratakan meng-

gunakan cotton swab. 

2. Bakteri simbion spons yang telah dikultur pada media cair zobell marine 

diambil 30 µl dan  diinokulasi ke kertas cakram (8 mm; Advantec, Toyo 

Roshi, Ltd, Jepang). 

3. Kertas cakram yang telah berisi strain bakteri simbion diletakan pada permu-

kaan media NA yang sebelumnya telah disebar bakteri E. coli strain MDR 

dan S. aureus strain MDR. 

4. Uji dilakukan 3x pengulangan pada setiap bakterinya. 

5. Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 2x24 jam. 

6. Aktivitas antibakteri diamati pada jam ke-24 dan 48. 

7. Adanya aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan adanya zona hambat (clear 

zone) disekitar kertas cakram. 

8. Zona hambat diukur menggunakan jangka sorong (3x pengulangan; vertikal, 

horizontal, dan diagonal) dan dicatat hasilnya. 

 

Susanto et al. (2012), mengkategorikan zona hambat seperti pada Tabel 7. 

Tabel 7. Kategori diameter zona hambat 

Diameter Kekuatan daya hambat 

≤5 mm Lemah 

6-10 mm Sedang 

11-20 mm Kuat 

≥21 mm Sangat kuat 
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3.3.5 Identifikasi Mikroskopis dan Uji Gram Bakteri Isolat 

Identifikasi mikroskopis dan uji gram dilakukan terhadap isolat bakteri yang 

memiliki aktivitas daya hambat guna mengetahui bakteri tersebut termasuk dalam 

bakteri gram postif atau gram negatif (Dash dan Payyappilli, 2016).  Tahapan 

identifikasi mikroskopis yaitu: 

1. Bakteri pada media agar miring diambil sebanyak 1 (satu) ose dan diletakkan 

diatas gelas objek yang telah ditetesi aquades. 

2. Gelas objek yang telah berisi bakteri kemudian difiksasi diatas api bunsen. 

3. Bakteri pada gelas objek diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 40 

(objektif) x 10 (okuler). 

 

Uji Gram dilakukan dengan teknik pewarnaan Gram dan teknik KOH string 

test. Tahapan uji Gram dengan teknik pewarnaan yaitu:  

1. Gelas objek ditetesi aquades sebanyak 1-2 tetes. 

2. Bakteri sebanyak 1 ose diletakkan diatas gelas objek yang telah ditetesi 

aquades. 

3. Gelas objek yang telah berisi bakteri kemudian difiksasi diatas api bunsen. 

Setelah difiksasi, larutan kristal violet diteteskan pada gelas objek dan didi-

amkan selama 1 (satu) menit. 

4. Gelas objek yang telah difiksasi dibilas menggunakan akuades. Kemudian, 

diteteskan larutan lugol diatas bakteri yang telah dibilas menggunakan aku-

ades. 

5. Gelas objek ditetesi alkohol 96 %, dan dihomogenkan selama 30 detik. 

6. Gelas objek dibilas kembali menggunakan akuades. 

7. Gelas objek ditetesi larutan safranin dan dididamkan selama 1 menit. 

8. Gelas objek dibilas kembali menggunakan akuades untuk kemudian diamati 

dibawah mikroskop. 

 

Pengujuan Gram dengan teknik KOH string test dilakukan dengan tahapan: 

1. Larutan KOH 3% sebanyak 1-2 diteteskan pada gelas objek. 
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2. Bakteri pada media diambil sebanyak 1 (satu) ose dan digoreskan pada gelas 

objek. 

3. Bakteri yang digoreskan pada gelas objek berisi KOH 3% diamati ada atau 

tidaknya lendir. Adanya lendir menandakan bahwa bakteri tersebut gram 

negatif dan tidak adanya lendir menandakan bahwa bakteri tersebut gram 

positif 

 

 

3.3.6 Identifikasi Molekuler Bakteri Simbion Potensial 

Identifikasi molekuler dilakukan dengan mengekstraksi DNA dari isolat bak-

teri, PCR, dan sekuensing. Tahapan yang dilakukan berdasarkan pada metode dari 

Suharjo, 2015. Adapun langkah-langkah identifikasi molekuler secara lengkap ya-

itu sebagai berikut:  

 

1. Ekstraksi DNA 

- Isolat bakteri dikultur dalam media zobell laut cair dalam tabung reaksi 

dengan volume media 10 ml dan dishaker selama 1x24 jam. 

- Bakteri dari tabung dipindah ke microtube berukuran 1,5 ml, lalu disen-

trifugasi selama 1 menit menggunakan mikro-sentrifuge dengan kecepat- 

an 14.000 rpm. 

- Sentrifugasi dilakukan berulang sampai bakteri sudah dipanen secara ke-

seluruhan. 

- Setelah selesai disentrifugasi, buang sisa media cair menggunakan mikro-

pipet. 

- Bakteri dalam microtube ditambahkan larutan TE sebanyak 567 µl lalu 

dihomogenkan menggunakan vortex. 

- Larutan SDS 10 % sebanyak 30 µl dan proteinase-K sebanyak 3 µl dima-

sukkan ke dalam microtube, lalu dihomogenkan. 

- Sampel kemudian diinkubasi dalam mini-inkubator dengan suhu 37oC 

selama 1 jam. 
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- Sampel yang telah diinkubasi kemudian ditambahkan 100 µl NaCl 5 

molar lalu dihomogenkan. 

- Larutan CTAB sebanyak 80 µl ditambahkan dan diinkubasi selama 10 

menit dalam suhu 65oC. 

- Setelah diinkubasi, larutan chloroform isoamyl sebanyak 720 µl, kemu-

dian homogenkan dengan kuat lalu disentrifugasi dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 5 menit. 

- Sampel yang telah disentrifugasi diambil supernatan sebanyak 500 µl, 

diambil mengguunakan mikropipet per 100 µl lalu dipindahkan ke micro-

tube yang baru dan ditambahkan larutan phenol chloroform isoamyl 

(PCI) dengan perbandingan 1:1. 

- Sampel diaduk kuat, kemudian disentrifugasi kembali dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 5 menit. 

- Sampel diambil sebanyak 300 µl menggunakan mikropipet per 100 µl 

lalu dipindahkan ke dalam microtube yang baru. 

- Isopropanol ditambahkan dengan volume 60% dari supernatan (60% dari 

300 µl adalah 180 µl) lalu homogenkan dan disimpan pada refrigerator 

selama 10 menit. 

- Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 15 menit. 

- Supernatan dibuang dan tambahkan etanol 70% sebanyak 300 µl lalu 

disentrifugasi kembali selama 5 menit. 

- Larutan dibuang dan kering anginkan sampel selama 24 jam. 

- Larutan TE sebanyak 20 µl di hari berikutnya, lalu simpan DNA sampel 

dalam refrigerator. 

 

2. Elektroforesis 

Tahap selanjutnya yaitu elektroforesis sampel untuk melihat ada atau tidak-

nya genome yang didapatkan. Untuk elektroforesis terlebih dahulu dibuat gel 

agarose untuk diamati menggunakan UV transilluminator. Tahapan yang 

dilakukan yaitu : 

- Pembuatan gel agarose dilakukan dengan melarutkan 0,1 gram bubuk 

agarose dengan 20 ml larutan TBE lalu dimicrowave hingga homogen. 
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- Media yang telah homogen ditunggu beberapa saat sampai tidak terlalu 

panas kemudian ditambahkan E+Br sebanyak 1 µl. 

- Media kemudian dituang ke dalam cetakan dan ditunggu hingga menge-

ras. 

- Gel agarose yang sudah mengeras, selanjutnya dimasukkan ke dalam me-

sin elektroforesis. 

- Untuk proses elektroforesis dicampurkan 3 µl leader, 1 µl loading dye, 

dan 3 µl DNA sampel lalu dimasukkan sebanyak 3 µl ke dalam sumur 

pada gel agarose kemudian tunggu selama 45 menit. 

- Gel agarose diangkat dan ditaruh di atas UV transilluminator kemudian 

diamati ada atau tidaknya genome sampel. 

- Jika ada, selanjutnya DNA sampel dapat dilakukan proses polimerase 

chain reaction (PCR) untuk memperbanyak jumlah DNA sampel. 

 

3. Polimerase chain reaction (PCR) 

- PCR dilakukan dengan mengambil DNA sampel sebanyak 1 µl dan di-

masukkan ke dalam microtube ukuran 0,2 ml. 

- Larutan red mix 12,5 µl, primer forward 1 µl, primer referse 1 µl, dan air 

steril 9,5 µl ditambahkan ke microtube yang telah berisi sampel, 

kemudian dimasukkan ke dalam mesin PCR dan ditunggu selama 90 

menit. 

- Setelah selesai PCR, dilakukan kembali proses elektroforesis untuk me-

ngetahui ada atau tidaknya genome. 

- DNA sampel selanjutnya dikirimkan ke PT Genetika Science Indonesia 

untuk dilakukan proses sekuens DNA. 

 

4. Analisis data sekuensing 

- Analisis data sekuensing dilakukan dengan menggunakan program 

software BioEdit dan Mega 11. 

- Hasil sekuensing dari masing-masing primer forward dan reverse, 

selanjutnya dilakukan penggabungan dengan merubah hasil sekuen-

sing reverse untuk dilakukan pembalikan berpasangan (reverse 

complement). 
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- Untuk analisa sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan 

sekuens yang diperoleh (query) dengan sekuens yang telah ada pada 

Gen Bank dengan database searches NCBI internet site 

(http//www.ncbi.nlm.nih.gov) menggunakan BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool). 

- Ukuran fragmen hasil amplifikasi PCR ditentukan dengan cara diban-

dingkan antara posisi ukuran penanda DNA (Marker) dengan ukuran 

fragmen sampel. 

- Hasil positif ditunjukkan dengan adanya band pada ukuran 996 bps 

(Rismawati, 2018). 

 

 

3.3.7 Ekstraksi Bakteri Simbion Potensial 

Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu berdasarkan Yati 

(2018) yang disesuaikan dan dimodifikasi. 

1. Bakteri simbion spons potensial ditumbuhkan dalam media NB sebanyak 500 

ml lalu dihomogenkan menggunakan shaker dengan kecepatan 170 rpm, sela-

ma 72 jam pada suhu 37⁰C. 

2. Hasil kultur dipanen dengan disentrifugasi pada kecepatan 4000 rpm selama 

20 menit untuk memisahkan  dan biomassa (Yati, 2018). 

3. Biomassa yang diperoleh kemudian diekstraksi secara maserasi dengan pe-

larut metanol 96% menggunakan perbandingan (1/2: v/v) dan didiamkan 

selama 1x24 jam. 

4. Lapisan atas (fase metanol) dituang ke dalam erlenmeyer dengan disaring 

menggunakan kertas saring, sedangkan residu cairan media (lapisan bawah) 

dilanjutkan ke ekstraksi berikutnya. 

5. Fase metanol selanjutnya dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator 

pada suhu 35⁰C sehingga diperoleh ekstrak kental, untuk digunakan pada uji 

aktivitas ekstrak bakteri simbion spons terhadap bakteri patogen yakni E. coli 

strain MDR dan S. aureus strain MDR.  
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3.3.8 Uji Aktivitas Ekstrak Bakteri Simbion Potensial 

Uji aktivitas ekstrak dilakukan untuk melihat aktivitas ekstrak terhadap pato-

gen. Oleh karena itu, uji ini sering disebut uji konfirmasi untuk melihat darimana 

aktivitas daya hambat berasal. Aktivitas daya hambat dapat berasal dari sel dan ju-

ga senyawa metabolit sekunder yang terkandung didalamnya. Uji aktivitas dilaku-

kan dengan metode difusi kertas cakram (Trianto et al., 2019). Ekstrak diuji tan-

tang dengan E. coli strain MDR dan S. aureus strain MDR. 

1. Bakteri patogen yang telah dikultur di media NB dituang sebanyak 100 µl ke 

dalam cawan berisi media NA tawar lalu diratakan menggunakan cotton 

swab. 

2. Kertas cakram ditetesi dengan ekstrak yang sudah tersedia dengan konsentrasi 

1% atau sekitar 10.000 ppm menggunakan mikropipet sebanyak 20 µl, 2 ker-

tas cakram lainya diisi kontrol positif dan negatif. Konsentrasi ekstrak yang 

digunakan yaitu 10.000, 5000, 1000, 100, dan 10 ppm 

3. Kontrol positif menggunakan larutan kloramfenikol dengan kadar 1%. 

4. Kemudian diinkubasi kembali selama 1-2 hari untuk dilihat ada atau tidaknya 

zona hambat. 

 

 

3.3.9 Uji Toksisitas dengan metode Brine Shrimp Lethality Test 

Uji Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) mengacu pada penelitian Irawan et 

al., 2014 menggunakan hewan uji Artemia salina dengan uji dibagi menjadi 2 ya-

itu uji pendahuluan dan uji utama. 

 

a. Uji Pendahuluan 

- Persiapan wadah 

Tabung reaksi disterilisasi menggunakan alkohol dan dikeringkan menggu-

nakan tisu bersih. Dalam uji pendahuluan BSLT dilakukan 3x pengulangan 

disetiap konsentrasi dan perlakuan kontrol. Wadah yang digunakan adalah 33 

tabung reaksi yang telah diisi air laut sebanyak 3 ml. 
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- Persiapan hewan uji 

Prosedur penetasan telur A. salina untuk pengujian BSLT adalah telur A. 

salina ditetaskan di tempat penetasan artemia dengan berisi air laut dan 

aerator seba-gai sirkulasi udara. Telur menetas dan bergerak aktif pada usia 

24-48 jam. Umur artemia 24 jam tersebut yang digunakan pada uji BSLT. A. 

salina yang digunakan pada uji sebanyak 10 ekor per tabung reaksi. 

 

- Pembuatan larutan stok 

Larutan stok dibuat menggunakan hasil dari ekstrak bakteri simbion spons 

yang telah didapatkan. Larutan stok dibuat dengan mengencerkan ekstrak 

dengan pelarutnya sesuai konsentrasi yang diinginkan. Larutan stok yang 

akan dibuat adalah 10.000 ppm. 

 

- Pelaksanaan uji pendahuluan 

1. A. salina sebanyak 10 ekor dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah 

ditentukan masing-masing perlakuan. Konsentrasi yang digunakan untuk 

uji pendahuluan yaitu 9000, 7000, 5000, 3000 dan 1000 ppm. 

2. Tabung reaksi lalu diletakkan di bawah penerangan dan setelah 12 jam 

dilakukan pengamatan dengan menghitung jumlah larva A. salina yang 

mati. 

3. Kriteria standar untuk menilai kematian larva A. salina adalah bila larva 

A. salina tidak menunjukkan pergerakan selama waktu observasi. 

 

Uji pendahuluan dilakukan untuk menentukan ambang batas atas dan am-

bang batas bawah pada uji lanjut BSLT. Konsentrasi ambang batas atas ada-

lah konsentrasi terendah dari bahan uji yang dapat menyebabkan semua he-

wan uji mati pada waktu pemaparan 24 jam. Sedangkan konsentrasi ambang 

batas bawah adalah konsentrasi tertinggi dari bahan uji yang dapat menyebab-

kan semua hewan uji mati setelah pemaparan 48 jam. 

 

b. Uji utama BSLT 

- Persiapan wadah 

Wadah yang digunakan pada uji utama adalah 33 buah tabung reaksi. 

Dalam uji utama dilakukan 3x pengulangan untuk setiap konsentrasi 
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ekstrak dan perlakuan kontrol. Konsentrasi ekstrak pada uji utama dihi-

tung setelah mengetahui nilai ambang batas atas dan ambang batas bawah 

pada uji pendahuluan. 

 

- Persiapan hewan uji 

Telur A. salina ditetaskan di tempat penetasan artemia dengan berisi air 

laut dan aerator sebagai sirkulasi udara. Telur menetas dan bergerak aktif 

pada usia 24-48 jam. Umur artemia 24 jam tersebut yang digunakan pada 

uji BSLT. A. salina yang digunakan pada uji sebanyak 10 ekor per tabung 

reaksi. 

 

- Pelaksanaan uji utama 

Pada uji utama, konsentrasi yang digunakan berdasarkan batas atas dan 

batas bawah berdasarkan pada uji pendahuluan. Dalam penentuan ren-

tang konsentrasi harus mempunyai logaritma yang tetap agar tidak terjadi 

keracunan dalam menentukan LC50-24 jam bahan uji tersebut (Ngatidjan, 

1997). Interval konsentrasi pendugaan LC50-24 jam yang digunakan de-

ngan rumus Hubert (1979) dalam Yunita et al. (2009). Perhitungan kisa-

ran konsentrasi yang digunakan dalam uji toksisitas dihitung berdasarkan 

persamaan respon kuantum (Finney, 1971) 

 

Log 
𝑁

𝑛
= k log

𝑎

𝑛
         ⋯ (1) 

 

 

 dengan perhitungan nilai konsentrasi sebagai berikut: 
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Keterangan : 

 

N : Konsentrasi ambang atas 

n : Konsentrasi ambang bawah 

a : Konsentrasi ke-1 untuk pengujian 

k : Banyaknya konsentrasi yang diuji (ada 5; dengan nilai a,b,c,d, dan e) 

 

Penentuan nilai konstanta a,b,c,d, dan e dilakukan dengan mengambil 

ekstrak dari larutan stok. Untuk memperoleh konsentrasi yang diinginkan 

digunakan persamaan : 

 

V1.M1=V2.M2      ⋯ (3) 

 

Keterangan : 

 

V1 : Volume larutan stok yang akan digunakan 

M1 : Konsentrasi 

V2 : Volume yang diuji 

M2 : Konsentrasi yang diinginkan 

 

Pengamatan pada uji utama BSLT dilakukan setelah 24 jam. Pada uji utama ini 

data yang diambil adalah mortalitas dari hewan uji pada setiap perlakuan. 

 

 

3.3.10 Penetapan Nilai LC50-24 Jam BSLT 

Perhitungan nilai LC50-24 jam dilakukan dengan analisis probit (Hendri et 

al., 2010). Perhitungan Analisis Probit mengacu pada Hubert (1979). Nilai LC50-

24 jam diperoleh dari hubungan nilai logaritma konsentrasi bahan uji dan nilai 

probit dari persentase mortalitas hewan uji merupakan fungsi linear dengan 

persamaan : 

 

Y = a + bx     ⋯ (4) 
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Keterangan : 

 

Y : Nilai Probit Mortalitas 

a : konstanta 

b : slope/kemiringan 

X : Logaritma konsentrasi bahan uji 

 

Nilai LC50-24 diperoleh dari anti log m, dimana m merupakan logaritma 

konsentrasi bahan toksik pada Y = 5, yaitu nilai Probit 50% hewan uji, sehingga 

persamaan regresi menjadi : 

 

M =
𝑌−𝑎

𝑏
     ⋯ (5) 

 

 

M =
5 − 𝑎

𝑏
 

 

 

Dengan nilai a dan b diperoleh berdasarkan persamaan sebagai berikut : 

 

 

a =
1

𝑛
(∑Y − b∑X)    ⋯ (6) 

 

 

b =
∑XY−

1

n 
 (∑X∑Y)

∑𝑋2−
1

𝑛 
 (∑𝑋)2

    ⋯ (7) 

 

 

Keterangan : 

 

n : banyaknya perlakuan 

m : nilai X pada Y = 5 
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Menurut Meyer et al. 1982, terdapat sebaran toksisitas berdasarkan nilai LC50 

yang dapat dilihat pada Tabel 8: 

Tabel 8. Kategori toksisitas ekstrak 

Konsentrasi (ppm) Kategori 

˂ 10 Sangat kuat 

10 – 100 Kuat 

100 – 500 Sedang 

500 – 1000 Lemah 

 

 

 

3.4 Pengolahan dan Analisis Data 

 

Hasil dari tahap isolasi dilanjutkan ke uji antagonis untuk mengetahui aktivi-

tas isolat bakteri simbion spons terhadap bakteri uji. Isolat yang memiliki aktivitas 

diukur zona beningnya menggunakan jangka sorong dan dicatat hasil pengukuran-

nya. Isolat bakteri simbion spons yang paling potensial selanjutnya masuk ke ta-

hap ekstrak. Hasil ekstrak kental bakteri simbion potensial dari hasil ekstraksi iso-

lat bakteri simbion spons diuji lanjut pada uji aktivitas ekstrak. Nilai konsen-trasi 

yang memiliki aktivitas diukur zona beningnya menggunakan jangka sorong dan 

dicatat hasil pengukurannya. 

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini ialah menggunakan anali-

sis deskriptif. Data yang dikumpulkan yaitu data hasil uji antagonis dan data hasil 

uji aktivitas ekstrak. Kemudian data tersebut dikolektifkan dan diolah dan dihi-

tung standar deviasinya menggunakan Microsoft Excel 2019. Perhitungan standar 

deviasi untuk mengetahui seberapa luas penyimpangan nilai data tersebut dari ni-

lai rata-rata zona hambat yang terbentuk. 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Simpulan 

Spons merupakan salah satu biota laut yang dapat dijadikan sumber senya-

wa metabolit yang dapat dimanfaatkan dan diteliti lebih lanjut. Kesimpulan dari 

penelitian Skrining Bakteri Simbion pada Spons Sebagai Antibakteri Multi Drug 

Resistant (MDR) yaitu : 

1. Hasil penyeleksian terhadap bakteri simbion spons diperoleh 2 isolat yang 

memiliki aktivitas antibakteri. 

2. Ekstrak bakteri BSP-06 memiliki aktivitas yang lebih kuat dibandingkan 

isolate BSP-01. 

3. Isolat BSP-01 memiliki kemiripan dengan B. altitudins dan isolat BSP-06 

memiliki kemiripan dengan B. thuringiensis. 

 

 

5.2 Saran 

Adapun saran yang dapat dilakukan dari penelitian yaitu : 

1. Bakteri simbion spons B. altitudinis dan B. thuringiensis dapat diteliti lebih 

lanjut untuk dijadikan antibiotik. 

2. Penelitian lanjut yang dapat dilakukan diantaranya uji fitokimia, GCMS, 

ataupun LC-MS agar diperoleh senyawa tunggal produk bionatural yang 

dapat dimanfaatkan secara luas di masyarakat. 
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