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ABSTRAK

AKTIVITAS ANTIINFLAMASI EKSTRAK Gracilaria sp. TERHADAP
BAKTERI SECARA IN VITRO

Oleh

ARSY NUR SABILA PUTRI

Gracilaria sp., merupakan salah satu rumput laut dari kelas Rhodophyta,
memiliki potensi sebagai agen antiinflamasi alami yang akan dicobakan terhadap
bakteri patogen. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, dan
Streptococcus mutans merupakan beberapa bakteri yang menyebabkan inflamasi.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan senyawa bioaktif pada
ekstrak Gracilaria sp. dan mengetahui evektivitas ekstrak sebagai agen anti-
inflamasi pada tiga jenis bakteri patogen secara in vitro. Ekstraksi dilakukan
dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%, dan analisis senyawa
bioaktif dilakukan menggunakan instrumen Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) dan pengujian efektivitas dilakukan melalui difusi cakram
dengan pengamatan zona hambat dan dianalisis signifikansi statistik dengan pen-
dekatan non-parametrik. Hasil GC-MS menunjukkan adanya 18 senyawa, ter-
masuk senyawa — senyawa dengan potensi aktivitas antiinflamasi seperti
neophytadiene, phytol, 3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1-o0l, hexadecanoic
acid methyl ester, dan n-hexadecanoic acid. Hasil uji antiinflamasi menunjukkan
ekstrak Gracilaria sp. menghasilkan zona hambat yang tergolong rendah hingga
sedang (<8 mm). Zona hambat tertinggi terdapat pada S. aureus sebesar 7,8 mm
(24 jam, 30 ppm), S. mutans sebesar 7,8 mm (24 jam, 40 ppm), dan P. aeruginosa
sebesar 7,46 mm (24 jam, 60 ppm). Analisis statistik menunjukkan terdapat per-
bedaan signifikan zona hambat antara waktu inkubasi (24 jam vs 48 jam), antar
konsentrasi ekstrak, serta antar jenis bakteri (p < 0,05). Dengan demikian, ekstrak
Gracilaria sp. dapat digunakan sebagai agen antiinflamasi berdasarkan hasil
analisis senyawa bioaktif dan efektivitas ekstrak terhadap bakteri patogen penye-
bab inflamasi.

Kata kunci: Antiinflamasi, Bakteri Patogen, Gracilaria sp., Senyawa Bioaktif.



ABSTRACT

ANTI-INFLAMMATORY POTENTIAL OF Gracilaria sp. EXTRACT
AGAINST BACTERIAL STRAINS: AN IN VITRO STUDY

By

ARSY NUR SABILA PUTRI

Gracilaria sp., a type of seaweed from the Rhodophyta class, has potential
as a natural anti-inflammatory agent that will be tested against pathogenic
bacteria. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and Streptococcus
mutans are some of the bacteria that cause inflammation. This study aimed to
analyze the content of bioactive compounds in Gracilaria sp. extract and to
determine the effectiveness of the extract as an anti-inflammatory agent on three
species of pathogenic bacteria in vitro. Extraction was conducted using the
maceration method with 96% ethanol solvent, and the analysis of bioactive
compounds was performed using Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS) instruments. The effectiveness test was performed through disc diffusion
with observation of the inhibition zone and analyzed for statistical significance
using a non-parametric approach. The GC-MS results showed the presence of 18
compounds, including compounds with potential anti-inflammatory activity such
as neophytadiene, phytol, 3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1-o0l, hexadecanoic
acid methyl ester, and n-hexadecanoic acid. The anti-inflammatory test results
showed that Gracilaria sp. extract produced low to moderate inhibition zones (<8
mm). The highest inhibition zones were found in S. aureus at 7.8 mm (24 hours,
30 ppm), S. mutans at 7.8 mm (24 hours, 40 ppm), and P. aeruginosa at 7.46 mm
(24 hours, 60 ppm). Statistical analysis showed significant differences in
inhibition zones between incubation times (24 hours vs. 48 hours), between
extract concentrations, and between bacterial types (p < 0.05). Thus, Gracilaria
sp. extract can be used as an anti-inflammatory agent based on the results of
bioactive compound analysis and the extract's effectiveness against pathogenic
bacteria that cause inflammation.

Keywords: Anti-inflammatory, Bioactive Compounds, Gracilaria sp., Pathogenic
Bacteria
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rumput laut Gracilaria sp. salah satu jenis alga merah (Rhodophyta),
telah banyak dimanfaatkan sebagi sumber bahan bioaktif alami. Kandungan
senyawa bioaktifnya, seperti terpenoid, flavonoid, alkaloid, fenolik, dan asam
lemak, diketahui memiliki berbagai aktivitas biologis, termasuk sebagai agen anti-
inflamasi dan antimikroba (Widowati et al., 2014). Mengingat aktivitas biologis-
nya tersebut, Gracilaria sp. memiliki potensi besar untuk dikembangkan sebagai
alternatif alami inflamasi yang disebabkan oleh bakteri patogen.

Inflamasi atau peradangan adalah pelindung alami dari sistem kekebalan
organisme hidup terhadap berbagai infeksi atau kerusakan jaringan (Kotas &
Medzhitov, 2015). Infeksi bakteri patogen, seperti Pseudumonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans merupakan beberapa pemicu
utama inflamasi. Bakteri P. aeruginosa merupakan bakteri gram negatif
oportunistik, yang dapat menyebabkan berbagai infeksi pada inang, menyerang
manusia dan hewan, pada manusia bakteri ini menyebabkan peradangan sehingga
terjadi infeksi luka bakar, pneumonia, infeksi kulit dan banyak lainnya (Mulcahy
et al., 2014). P. aeruginosa juga menyerang ikan mas dan menimbulkan penyakit
peradangan yang ditandai dengan timbul bercak merah serta pengelupasan sisik
pada sirip (Nurjanah et al., 2014).

S. aureus merupakan salah satu bakteri penyebab infeksi yang sering ter-
jadi, bakteri S. aureus adalah mikroorganisme normal yang terdapat pada kulit,
saluran pernapasan, dan saluran pencernaan manusia, serta dapat ditemukan di
udara dan lingkungan sekitar. Akibat dari serangan bakteri S. aureus menyebab-

kan infeksi kulit, dengan ciri yang khas yaitu, peradangan, nekrosis dan lainnya



(Rasquel-Oliveira et al., 2025) selain itu, bakteri ini juga menyebabkan peradang-
an pada rongga mulut. Bakteri S. aureus juga menyebabkan keracunan melalui
makanann dari olahan ikan asap, akibat dari proses pembuatan yang kurang
higenis menyebabkan kontaminasi S. aureus pada ikan (Rahmi et al., 2021).
Bakteri patogen S. mutans menyerang manusia, penyakit akibat bakteri ini
disebut karies yaitu merupakan salah satu penyakit rongga mulut yang masih ter-
golong tinggi dan merupakan infeksi yang menyerang jaringan keras gigi. Karies
gigi terjadi akibat aktivitas mikroba yang memfermentasi karbohidrat
(Fatmawati., 2011). Penggunaan antiinflamasi konvensional seperti steroid dan
NSAID terbukti efektif tetapi memiliki resiko efek samping jika dikonsumsi
dalam jangka panjang, antara lain gangguan pencernaan, peningkatan resiko
penyakit kardiovaskular, hingga masalah ginjal (Harirforoosh et al., 2013) oleh
karena itu, pencarian alternatif antiinflamasi alami menjadi penting, khususnya
yang berasal dari sumberdaya hayati yang melimpah seperti Gracilaria sp.
Rumput laut ini diketahui mudah dibudidayakan (Abidin et al., 2022), terutama di
tambak — tambak di Indonesia (Sipahutar et al., 2019), sehingga memiliki potensi
besar untuk dikem-bangkan lebih lanjut sebagai alternatif alami dalam pe-
nanganan inflamasi. Penelitian sebelumnya, yang pernah dilakukan oleh
Kurniawati et al., (2011) tentang uji antibakteri ekstrak Gracilaria sp. terhadap
bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, dengan hasil zona hambat
pada kedua bakteri uji ter-masuk dalam kategori kuat, Selain itu, konsentrasi
hambat minimum (KHM) ekstrak diketahui sebesar 0,05%, menandakan bahwa
senyawa bioaktif dalam rumput laut tersebut memiliki potensi sebagai agen

antibakteri.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis kandungan senyawa bioaktif
pada ekstrak Gracilaria sp. dan membandingkan efektivitas ekstrak tersebut se-
bagai agen antiinflamasi pada tiga jenis bakteri patogen melalui pengamatan zona
hambat, serta menganalisis signifikansi statistik dari hasil percobaan mengguna-

kan pendekatan nonparametrik.



1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai kandungan
senyawa bioaktif dari Gracilaria sp., serta aktivitas antiinflamasi terhadap bakteri
P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans yang dapat menjadi referensi untuk pengem-

bangan penelitian selanjutnya dalam kajian bioteknologi kelautan.

14 Kerangka Pikir Penelitian

Inflamasi merupakan respon tubuh terhadap serangan bakteri patogen be-
berapa diantaranya yaitu, P. aeruginosa, S. aureus, dan S. mutans. Pencegahan
antiinflamasi menggunakan bahan sintetis memang efektif, tetapi penggunaan
dalam jangka panjang beresiko menimbulkan efek samping. Oleh karena itu di-
perlukan alternatif yang lebih aman. Salah satu sumber daya hayati laut yang ber-
potensi sebagai agen antiinflamasi adalah rumput laut, karena mengandung
senyawa bioaktif. Penelitian ini dilakukan dengan mengekstraksi Gracilaria sp.
mengidentifikasi senyawa bioaktif menggunakan GC-MS, dan menguji aktivitas
antiinflamasi ekstrak terhadap bakteri patogen dengan metode difusi cakram. Me-
lalui alur tersebut diharapkan dapat diketahui potensi Gracilaria sp. sebagai

sumber alternatif antiinflamasi (Gambar 1).



Inflamasi oleh bakteri (P. aeruginosa, S. aureus, S. mutans)

Keterbatasan antiinflamasi sintetis

Alternatif antiinflamasi alami: Gracilaria sp. (kaya senyawa
bioaktif)

v v v

Identifikasi Uji aktivitas
Ekstraksi — > senyawa —> (difusi
(GC-MS) cakram)

!

Analisis data

Gambar 1. Alur kerangka pikir.




II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Laut Gracilaria sp.

Rumput laut adalah jenis tumbuhan laut yang tumbuh menempel di dasar
perairan. Taksonomi rumput laut termasuk kedalam divisi Thallophyta, rumput
laut dalam kelompok tersebut memiliki karakteristik yang tidak bisa dibedakan
antara bagian akar, batang, dan daun (Suparmi & Sahri, 2009). Berdasarkan
pigmen yang dikandung, rumput laut terbagi menjadi empat kelas, yaitu rumput
laut hijau (Chlorophyta), rumput laut merah (Rhodophyta — Gracilaria sp.)
(Gambar 2), rumput laut coklat (Phaeophyta), dan rumput laut pirang
(Chrysophyta). Gracilaria merupakan genus alga merah (Rhodophyceae) yang
berfungsi sebagai agarophyte, tersebar luas diperairan tropis dan subtropis, faktor
utama lingkungan yang mempengaruhi distribusinya adalah salinitas dan suhu, di-
dukung oleh cahaya dan nutrien (Mendoza-Segura et al., 2023). Di ekosistem
tambak, Gracilaria memiliki peran ekologis penting sebagi biofilter, sumber
nutrien, penyedia oksigen, dan penstabil kualitas air termasuk pH, BOD, dan

kandungan amonia atau logam berat (Wandira et al., 2018).

Gambar 2. Gracilaria sp.
Sumber: (Komarawidjaja, 2005)



Klasifikasi rumput laut Gracilaria sp., menurut Torres et al. (2019) adalah
sebagai berikut.
Phylum : Rhodophyta
Class : Florideophyceae
Order : Gracilariales
Family : Gracilariacea
Genus : Gracilaria

Species: Gracilaria sp.

Menurut (Soamole et al., 2018) Gracilaria sp. memiliki kandungan
senyawa metabolit sekunder seperti alkanoid, flavonoid, terpenoid atau steroid
saponin dan juga tannin. Alga ini dikenal sebagai sumber utama agar-agar, selain
itu merupakan polisakarida yang digunakan secara luas dalam industri makanan,

farmasi, dan bioteknologi.

2.1.1 Potensi Rumput Laut Gracilaria sp.

Rumput laut telah menarik perhatian sebagi sumber utama polisakarida
tersulfat yang memiliki beragam manfaat dalam industri makanan, kosmetik,
farmasi, serta bioteknologi. Senyawa bioaktif dari Gracilaria sp. alkaloid,
flavonoid, terpenoid atau steroid saponin dan juga tannin. Senyawa - senyawa
tersebut menunjukan berbagai aktivitas biologis dan memiliki sifat - sifat seperti
antioksidan, antitumor, imonostimulan, antinosiseptif, antiinflamasi, dan pro-
inflamasi. Polisakarida tersulfat yang terdapat pada rumput laut merah sebagian
besar berupa galaktan yang menghasilkan agar (Magalhaes et al., 2011). Senyawa
tersebut juga memiliki potensi sebagai antimikroba dengan cara menghambat per-
tumbuhan mikroba. Ekstrak Gracilaria sp., dengan konsentrasi 3% mampu meng-
hambat pertumbuhan total mikroba pada ikan yang disimpan pada suhu ruang
(Kaimudin et al., 2020).



2.2 Bakteri Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa adalah bakteri patogen oportunistik yang dapat menyebab-
kan infeksi ketika sistem pertahanan tubuh inang melemah, dan memanfaatkan
kerusakan pada sistem pertahanan tersebut untuk memulai infeksi. Termasuk ke
dalam bakteri gram negatif yang memiliki sifat aerob, berbentuk batang, dan me-
miliki satu flagel di ujung tubuhnya (Scania & Ningsih, 2023). Bakteri ini me-
miliki aktivitas oksidase dan memiliki bau khas seperti anggur. Bakteri P.
aeruginosa (Gambar 3) tumbuh pada suhu antara 25°C hingga 35°C, dapat juga
tumbuh pada suhu 42°C. Klasifikasi P. aeruginosa Diggle & Whiteley (2020)
sebagai berikut:

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order  : Pseudomonadales
Family :Pseudomonadaceae
Genus  : Pseudomonas

Species : P. aeruginosa.
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Gambar 3. Bakteri P. aeruginosa.
Sumber: (Deligianni et al., 2010)

Bakteri P. aeruginosa merupakan bakteri non-spora yang dapat menye-
babkan berbagai infeksi pada inang, menyerang manusia dan hewan, pada
manusia bakteri ini menyebabkan peradangan sehingga terjadi infeksi luka bakar,
pneumonia, infeksi kulit dan banyak lainnya (Mulcahy et al., 2014). Bakteri
patogen P. aeruginosa dapat menjadi ancaman utama bagi budidaya perikanan,

yang dapat menginfeksi ikan, serta menyebabkan kematian pada ikan. Ikan yang



dapat terserang penyakit akibat dari bakteri P. aeruginosa adalah ikan mas. Ciri —
ciri yang ditimbulkan baktersi tersebut yaitu munculnya bercak merah serta pe-
ngelupasan sisik di bagian pangkal ekor dan sirip ikan (Nurjanah et al., 2014).
Masalah penyakit ikan akibat bakteri juga dapat membahayakan kesehatan masya-

rakat umum apabila mengkonsumsi ikan mas yang terserang bakteri.

2.3 Bakteri S. aureus

S. aureus adalah bakteri gram positif yang berbentuk bulat dan mem-
bentuk koloni bergerombol, mirip dengan buah anggur (Staphylococcus), serta
memiliki warna keemasan (aureus). Pertumbuhan dan kelangsungan hidup S.
aureus (Gambar 4) dipengaruhi oleh beberapa faktor lingkungan, seperti, suhu,
aktivitas air, pH, ketersediaan oksigen, dan komposisi makanan. Rentang suhu
yang mendukung pertumbuhan bakteri ini adalah antara 12 — 44°C, dengan suhu
yang optimal pada 37°C, bakteri patogen ini juga tahan terhadap pembekuan dan
dapat bertahan dengan baik dalam makanan yang disimpan pada suhu dibawah -

20-25°C (Dewi, 2013).

Gambar 4. Bakteri S. aureus.
Sumber: (Jadhav & Khetre, 2020)

Klasifikasi dari bakteri S. aureus menurut Holt (1984):
Phylum : Firmicutes

Class : Bacili

Order  : Staphylococcales

Family  : Staphylococcaceae

Genus : Staphyloccoccus

Species  : S. aureus (Alexander Ogston, 1880).



S. aureus merupakan salah satu bakteri penyebab infeksi yang sering ter-
jadi, bakteri S. aureus adalah mikroorganisme normal yang terdapat pada kulit,
saluran pernapasan, dan saluran pencernaan manusia, serta dapat ditemukan di
udara dan lingkungan sekitar. Akibat dari bakteri ini juga menyebabkan infeksi
kulit, dengan ciri yang khas yaitu, peradangan, nekrosis dan lainnya (Rasquel-
Oliveira et al., 2025) selain itu, bakteri ini juga menyebabkan peradangan pada
rongga mulut. Bakteri S. aureus dapat menyerang manusia melalui produk olahan
makanan. Ikan menjadi salah satu bahan makanan yang popular di kalangan
masyarakat Indonesia, seperti produk olahan ikan asap. mengalami kerentanan ter-
hadap penurunan mutu, dengan daya simpan ikan yang terbatas sering kali ter-
kontaminasi oleh bakteri patogen S. aureus. Kontaminasi dapat terjadi akibat dari
rendahnya standar sanitasi dan kebersihan selama proses pengolahan yang dapat
mengakibatkan keracunan makanan (Karimela et al., 2017) merupakan bakteri
penyebab infeksi yang berada di sekitar manusia menyebabkan penyakit seperti,

endokarditis infektif, infeksi kulit dan jaringan lunak dan lainnya (Tong et al.,

2015).

24 Bakteri Streptococcus mutans

Bakteri S. mutans adalah bakteri oportunistik (Ranganathan & Akhila,
2019) dan merupakan bakteri gram positif yang tidak memiliki spora biasanya
berada di rongga mulut manusia, dengan ukuran 0,5 hingga 1,0 mikron biasanya
berbentuk bulat kokus atau berantai (Gambar 5). Klasifikasi Streptococcus
mutans menurut (Michalek & Childers, 1990):

Phylum : Firmicutes

Class : Bacili

Order : Lactobacillales
Family : Streptococcaceae
Genus  : Streptococcus

Species : Streptococcus mutans
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Gambar 5. Bakteri S. mutans.
Sumber: (Meyer et al., 2024)

Hidup dalam suhu 18°C- 40°C. Bakteri ini menyebabkan penyakit komplikasi

dalam mulut dan merupakan mikroorganisme yang memiliki peran tinggi dalam

pembentukan karies gigi. Secara umum potensi kariogenik S. mutans ada tiga

faktor yaitu:

1. Kemampuan memproduksi polimer ekstraseluler dalam jumlah yang besar
dari sukrosa

2. Mampu mengangkut dan mengubah berbagai jenis karbohidrat menjadi asam
organik atau meningkatkan keasaman dan

3. Bakteri ini mampu bertahan hidup dilingkungan yang stress, terutama pada

pH rendah.

Sebagai patogen manusia, S. mutans juga berperan dalam terjadinya endocarditis
bakteri subakut, yaitu peradangan pada katup jantung yang dapat mengancam jiwa

(Lemos et al., 2019).

2.5 Inflamasi

Inflamasi atau peradangan adalah pelindung alami dari sistem kekebalan
organisme hidup terhadap suatu infeksi yang disebabkan oleh bakteri (Kotas &
Medzhitov, 2015), akibat dari mikroorganisme, suhu, benturan atau trauma
(Riansyah et al., 2015). Proses inflamasi diawali dengan pengenalan agen penye-
bab reseptor pengenal pola yang terdapat pada sel — sel imun seperti makrofag dan
sel dendritik, memicu pelepasan mediator proinflamasi, antara lain hastamin,

prostaglandin, serta sitokin seperti TNF- a dan IL-1, yang kemudian
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menimbulkan perubahan vascular berupa vasodilatasi dan peningkatan per-
meabilitas kapiler. Perubahan tersebut menyebabkan gejala klasik inflamasi yaitu
kemerahan, rasa panas, pembengkakan, dan nyeri (Medzitov, 2010)

Selanjutnya terjadi perekrutan leukosit ke tempat terjadinya inflamasi
melalui meknisme adhesi dan diapedesis. Neutrophil merupakan sel yang dating
pertama untuk melakukan fagositosis terhadap mikroorganisme dan debris jaring-
an, diikuti oleh makrofag dan limfosit yang berperan dalam fase lebih lanjut. Pro-
ses eliminasi agen penyebab dilakukan melalui pelepasan radikal bebas oksigen,
oksida nitrit, serta enzim proteolitik yang merusak patogen (Ortega-Gomez et al.,
2013). Inflamasi akan memasuki fase resolusi yang ditandai oleh aktivasi media-
tor antiinflamasi seperti IL-10, TGF- B, resolvin, dan lipoxin yang berfungsi
menghentikan reaksi inflamasi serta merangsang penyembuhan jaringan.

Bertujuan untuk menghilangkan ancaman tersebut dan memulai proses
penyembuhan dengan demikian peradangan melakukan peran sebagi mekanisme
pelindung yang mendukung kesehatan tubuh (Nathan & Ding, 2010). Anti-
inflamasi adalah proses menghancurkan, mengurangi, bagi jaringan yang rusak
ataupun agen yang merusak, tujuan dari penggunaan antiinflamasi adalah me-

lindungi dari kerusakan akibat dari infeksi dari bakteri patogen.

26 GC-MS

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) adalah suatu teknik
yang menggabungkan kromatografi gas dengan spektrofometri massa. Kroma-
tografi gas digunakan untuk menganalisis senyawa yang mudah menguap pada
kondisi vakum tinggi dan tekanan rendah saat dipanaskan. Sementara spektro-
fotometri massa digunakan untuk mengidentifikasi massa molekul, rumus
molekul, serta menghasilkan ion bermuatan dari senyawa yang dianalisis
(Hotmian et al., 2021). Keunggulan metode GC-MS dibandingkan dengan metode
yang lain yaitu lebih efesien waktu, selain itu GC-MS adalah salah satu perangkat
analitis yang sering digunakan untuk menganalisis berbagai kelompok senyawa
dalam tanaman obat, seperti minyak esensial, asam lemak, hidrokarbon, lipid, dan

senyawa lainnya (Sudarwati, 2018).
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2.6.1 Neophytadiene

Neophytadine merupakan kelompok senyawa golongan terpenoid dari
kelompok diterpene dengan rumus molekul Cz0Hss, yang biasanya banyak ter-
kandung dalam minyak esensial. Minyak esensial berasal dari ekstrak pekat yang
diperoleh dari tanaman dan mengandung senyawa kimia aktif. Senyawa —
senyawa tersebut diketahui memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan
mikroorganisme melalui mekanisme perusakan terhadap dinding sel, asam
nukleat, maupun protein mikroba. Kandungan terpenoid dan senyawa fenolik
dalam jumlah kecil pada tanaman herbal diketahui mampu merusak membran luar
bakteri gram negatif (Quinto et al., 2019). Neophytadine adalah kelompok se-
nyawa antimikroba, antifungi, antioksidan, dan antiinflamasi yang kuat
(Dewatisari et al., 2022). Berat molekul 278,5 g/mol dengan Panjang rantai utama

15 atom karbon, terdapat tiga ikatan rangkap (C=C).

2.6.2 Phytol

Phytol dan 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol adalah kelompok
senyawa alkohol diterpenoid tak jenuh (NCBI 2025) yang terdapat dalam vitamin
K, vitamin E dan senyawa yang termasuk dalam kelompok vitamin E, kelompok
senyawa Phytol telah dilaporkan memiliki aktivitas farmakologis yang signifikan
termasuk sebagai agen antiinflamasi, antialergi dan imunomodulator (Ryu et al.,
2011), Phytol juga menunjukan aktivitas antimikroba pada S. aureus (Inoue et al.,
2005). Berat molekul 296,5 g/mol, berasal dari klorofil tumbuhan dan
fitoplankton, memiliki panjang rantai karbon 16, memiliki empat gugus metil
cabang dan gugus aldehida (-CHO) yang berada di ujung rantai struktur kimia
Phytol (Lampiran 4), C20H400.

2.6.3 Hexadecanoic acid, methyl ester

Hexadecanoic acid, methyl ester metil palmitat Ci7H3402 (Lampiran 4)
yang merupakan metil ester asam lemak berperan sebagai metabolit. Kelompok
senyawa ini terbentuk melalui proses esterifikasi antara asam palmitat

(hexadecanoic acid) dan metanol, dengan bantuan katalis berupa asam kuat seperti



13

asam sulfat. Hexadecenoic acid methyl ester juga ditemukan pada penelitian
(Akbar & Hasan, 2024) pada ekstrak etanol Gracilaria endulis. Dalam bidang
biokimia, senyawa ini kerap dijumpai sebagai komponen dalam lemak hewani
maupun minyak nabati. Dari sisi lingkungan, methyl palmitate dikenal sebagai
senyawa yang mudah terurai secara hayati (biodegradable), sehingga lebih ramah
lingkungan dibandingkan pelumas berbasis minyak fosil. Kelompok senyawa ini
memiliki potensi sebagai agen antimikroba dan anti-inflamasi (Jabeen et al.,

2023), terdeteksi pada puncak ke sebelas.

2.6.4 n-Hexadecanoid acid

n-Hexadecanoic acid (Asam Palmitat), asam lemak jenuh yang umumnya
ditemukan dalam lemak dan lilin termasuk minyak zaitun, minyak sawit dan lipid
tubuh, dalam beberapa spesies rumput laut merah termasuk Gracilaria sp. asam
palmitat ditemukan sebagai asam lemak yang dominan (Dawczynski et al., 2007).
Terdiri dari 16 atom karbon dan berantai panjang (Lampiran 4) memiliki sifat
bakterisida terhadap mikroorganisme yang bersifat patogen termasuk S. aureus
(Zheng et al., 2005), senyawa asam palmitat memiliki berat 256,42 g/mol dengan
rumus molekul CisH3202, pada hasil GC-MS senyawa ini ditemukan pada menit

16.860, dan senyawa turunan di menit 17.165 dengan area 0,83.

2.7  Uji Aktivitas Antiinflamasi

Uji aktivitas terdapat beberapa metode yaitu, metode dilusi, metode difusi
agar, dan metode difusi dilusi. Metode difusi agar adalah metode yang sering di-
gunakan (Nurhayati et al., 2020). Metode difusi dapat dilakukan dengan tiga cara
yaitu, metode sumuran, metode cakram, dan metode silinder. Metode cakram
menggunakan kertas cakram yang telah diberi senyawa uji yang diletakan pada
permukaan agar yang sudah diinokulasi bakteri untuk melihat zona hambat yang
terbentuk (Balouiri et al., 2016). Metode sumuran, senyawa uji dimasukkan ke
dalam sumuran atau lubang yang dibuat pada permukaan agar yang sudah di-
inokulasi dengan bakteri. Metode silinder, senyawa uji dimasukan kedalam

silinder kecil yang diletakkan pada permukaan agar yang diinokulasi.



3.1

III. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2024 - Maret 2025 di

Laboratorium Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung.

Penelitian dilakukan dengan menggunakan komponen alat dan bahan

3.2 Bahan dan Alat
sebagai berikut:
3.2.1 Bahan

Tabel 1. Bahan yang digunakan dalam penelitian

No Bahan Deskripsi Merek Keterangan
1 Gracilaria sp. 300 g - Rumput laut yang akan
diekstrak.
2 Akuades Pelarut pembuat
media.
3 Air laut Pelarut pembuat
media.
4 Etanol teknis 900 ml Sebagai pelarut untuk
96% ekstraksi.
5 Alkohol 70% - Onemed Sterilisasi alat dan diri.
6 Tryptone soya - Himedia Media untuk
agar (TSA) melakukan pengujian
mikroba.
7 Tryptone soya - Himedia Media kultur mikroba.
broth (TSB)
8 Bakteri P. - - Sebagai bahan uji

aeruginosa, S.
aureus dan S.
mutans.

aktivitas antiinflamasi.




3.2.2 Alat

Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian

15

No Nama Alat Deskripsi Merek Fungsi/Kegunaan
1 Erlenmeyer Kapasitas PYREX Wadah untuk
500 ml membuat media.

2 Autoklaf - Sterilisasi alat dan
bahan.

3 Hotplate Max volume SH-2 digital Penghomogen media.

2000 ml

4  Laminar air - Nuaire Meja kerja steril.

flow

5  Bunsen - Rofa lab Sterilisasi.

6  Cawan petri - Anumbra Wadah media
pertumbuhan mikroba.

7  Blender Miyako Menghaluskan sampel.

8  Gelas ukur 250 ml Onemed Mengukur volume laru-
tan.

9  Timbangan digital - - Mengukur berat/massa.

10  Tabung 15 ml Charuzu lab- Wadah media isolat

sentrifugasi were dan bakteri
Patogen.

12 Jangka sorong - - Mengukur hasil zona
hambat.

13 Rotary evaporator - - Memisahkan pelarut
dari sampel larutan.

14  GC-MS - - Alat uji senyawa
bioaktif.

15 Inkubator 360x280x INC 100 Menginkubasi bakteri

360 mm dengan suhu terkontrol.

16  Paper disc 6 mm Onemed Wadah menampung
zat antimikroba.

17 Mikropipet 100-1000 pl  Dragon Onenr Memindahkan larutan
dengan volume sangat
kecil.

18  Spreader - - Meratakan kultur
bakteri dalam
cawan petri.

19 Jarum ose - - Alat untuk mengambil/

memindahkan
koloni mikroba ke
media baru.




Tabel 2. Alat yang digunakan dalam penelitian (lanjutan)
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20 Pinset

21  Aluminium foil

22 Plastik tahan
panas

23 Toples/ botol

24  Plastik wrap

25 Spritus

26  Jas laboratorium

27 Masker

28 Sarung tangan
latex
29  Blue tip

Kapasitas 2
kg

1000 pl

Best fresh

Obor

Klinpak

Onemed

Onemed

Onemed

Untuk mengambil
dan meletakkan
kertas cakram.
Penutup dalam
proses sterilisasi.
Melindungi dari
kontaminasi pada
saat autoklaf.
Wadah perendaman
ekstrak.
Pembungkus cawan
petri yang berisi
media.

Bahan bakar bunsen.

Melindungi tubuh
dari paparan zat
berbahaya.
Melindungi saluran
pernapasan dari
kontaminan udara.
Melindungi tangan
dari kontaminan.
Mengambil larutan
dalam ukuran mikro.

33 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan pendekatan eksperimental laboratorium,

dan dilakukan secara bertahap yang mencakup ekstraksi Gracilaria sp. isolasi

bakteri P. aeruginosa, S. aureus, dan S. mutans, identifikasi senyawa bioaktif dari

ekstrak Gracilaria sp., dan pengujian aktivitas antiinflamasi terhadap P.

aeruginosa, S. aureus, dan S. mutans.

3.4 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian diawali dengan pengambilan sampel Gracilaria sp.

sampel rumput laut dikeringkan untuk dibuat tepung dan diekstraksi kemudian di-

lihat senyawa bioaktif menggunakan GC-MS dan dilakukan pengujian aktivitas

antiinflamasi terhadap bakteri P. aeruginosa, S. aureus dan S. mutans. Gambar 6

menunjukkan prosedur penelitian secara umum.
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Pengambilan sampel rumput
laut Gracilaria sp.,

A

Penepungan Gracilaria sp.,

A 4

Ekstrak Gracilaria sp.

Y
Analisis Uji aktivitas
GC-MS antiinflamasi

y

A

Data senyawa
bioaktif ekstrak
Gracilaria sp.,

Zona Hambat

Analisis data

Gambar 6. Prosedur Penelitian.

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi dengan pembakaran api bunsen, dilakukan pada alat seperti,
jarum ose, spreader dan mulut labu. Labu erlenmeyer, blue tip, air laut, akuades,
media, disterilisasi basah menggunakan autoklaf dengan proses uap air dengan
suhu 121°C dan tekanan 15 psi dalam waktu kurang lebih 15-20 mentit,
(Kurniawansyah, 2016). Waktu sterilisasi dihitung setelah autoklaf mencapai

kondisi normal pada suhu 121°C dan dalam tekanan 15 psi (Vishal Gupta, 2016).
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3.4.2 Penepungan Gracilaria sp.

Sampel Gracilaria sp. yang telah disiapkan dicuci dengan air mengalir,
kemudian dilakukan pengeringan dengan bantuan sinar matahari selama 4 hari,
setelah itu dilakukan penghalusan. Penghalusan Gracilaria sp. kering dilakukan
dengan menggunakan blender untuk mendapatkan hasil simplisia atau tepung
Gracilaria sp., kemudian simplisia disimpan dengan wadah tertutup dan siap

untuk diproses pada tahapan penelitian selanjutnya.

3.4.3 Pembuatan Ekstrak Gracilaria sp.

Pembuatan ekstrak Gracilaria sp. dilakukan dengan metode maserasi.
Maserasi adalah metode untuk memisahkan senyawa dengan cara merendam
bahan dalam pelarut organik pada suhu tertentu. Bubuk simplisia Gracilaria sp.
direndam menggunakan etanol 96%, karena etanol memiliki polaritas yang tinggi
(Azis et al., 2014) dengan perbandingan 1:3 (b/v) dalam waktu 5 hari, setiap 24
jam sekali rendeman diaduk. Semakin lama waktu maserasi maka rendemen yang
dihasilkan semakin meningkat, hal tersebut karena waktu dalam ektraksi akan
mempengaruhi rentang waktu interaksi antara alat dan bahan (Pamudi et al.,
2021). Penyaringan dilakukan menggunakan corong dan kertas saring, hasil yang
di-dapatkan berupa filtrat. Filtrat tersebut dievaporasi menggunakan alat rotary
evaporator agar menghasilkan ekstrak Gracilaria sp. setelah didapatkan hasil
ekstrak yang berbentuk pasta dimasukkan ke dalam botol vial yang tertutup rapat
dan disimpan dalam lemari pendingin.

Perhitungan rendemen:

Berat ekstrak yang dihasilkan
yang (g)X 100%

% Rendemen =
% Rendeme Berat sampel awal (g)

13,7 g
x1009
300 g %

=4,56 %
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3.4.4 Analisis Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

Analisis senyawa bioaktif dilakukan dengan menggunakan alat
kromatografi gas spektrometri massa (GC-MS), berada di Pusat Laboratorium
Forensik Bareskrim Polri, Bogor, Jawa Barat. Energi yang digunakan dalam
penelitian ini adalah sekitar 70 eV, dengan gas helium kemurnian (99,999%) se-
bagai gas pembawa yang mengalir pada laju konstan 1,21 ml/menit. Sebanyak 1
mikroliter sampel disuntikkan menggunakan mode split dengan rasio 10. Suhu
injector GC dan jalur transfer MS diatur pada 300°C. Suhu oven dimulai pada
100°C selama 2 menit, kemudian dinaikkan menjadi 200°C dengan laju 5°C/menit
dan dipertahankan selama 5 menit, sebelum akhirnya dinaikkan lagi ke 235°C

dengan laju 10°C/menit dan dipertahankan selama 10 menit.

3.4.5 Pembuatan Media

Tryptone soya agar (TSA) adalah bubuk yang digunakan sebagai media
agar. Tryptone soya broth (TSB) merupakan media kultur cair, TSA dan TSB di-
gunakan untuk melakukan kultur bakteri dan uji aktivitas pada P. aeruginosa, S.
aureus dan S. mutans. Adapun proses pembuatannya yaitu, menimbang bubuk
media agar (TSA) sebanyak 9 gr, dan media cair (TSB) 1,5 gr, bubuk tersebut di-
letakkan dalam erlenmeyer, kemudian menambahkan akuades atau air laut, lalu
dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer. Langkah selanjutnya menutup
erlenmeyer menggunakan kapas yang dibalut dengan kasa dan ditutup dengan
aluminium foil. Setelah larut, bungkus erlenmeyer media dengan plastik tahan
panas untuk disterilkan di dalam autoklaf selama 15-20 menit dengan tekanan
121°C. Setelah proses autoklaf selesai, dilakukan penuangan media pada cawan

dan tabung reaksi untuk proses isolasi bakteri.

3.4.6 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri P. aeruginosa, S. aureus, dan S. mutans, dilakukan dengan
cara mengambil bakteri dari isolat murni yang akan ditumbuhkan atau diper-
banyak pada media agar (TSA). Proses isolasi dilakukan di dalam Laminar Air

Flow secara steril. Selanjutnya, sampel hasil isolasi disimpan ke dalam inkubator
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selama 24 jam, selanjutnya dilakukan pengamatan di cawan petri. Langkah se-
lanjutnya yaitu, menginokulasi kembali bakteri pada media agar ke media broth
(TSB) di dalam tabung sentrifugasi. Hasil inokulasi bakteri dimasukkan ke dalam
inkubator selama 2 hari hingga mendapatkan kepadatan 10°. Tingkat pengenceran

tergantung dengan jumlah mikroba yang ada (Tyas et al., 2018).

3.4.7 Uji Aktivitas Antiinflamasi

Uji aktivitas antiinflamasi dilakukan agar dapat melihat aktivitas ekstrak
Gracilaria sp., terhadap bakteri patogen P. aeruginosa, S. mutans, dan S. aureus,
uji ini sering disebut dengan uji konfirmasi. Pengujian aktivitas antiinflamasi
menggunakan metode difusi agar. Prosedur tersebut melibatkan difusi senyawa
antimikroba ke dalam agar, dengan menggunakan kertas cakram yang diletakan di
atas permukaan media yang sudah diinokulasi dengan bakteri patogen yang akan
diuji (Wilapangga & Syaputra, 2018). Uji aktivitas antiinflamasi terdapat dua uji
yaitu uji pendahuluan dan uji utama, uji pendahuluan digunakan untuk menen-
tukan konsentrasi ekstrak Gracilaria sp., yang akan digunakan dalam uji utama.
Berikut ini merupakan langkah - langkah uji aktivitas antiinflamasi:

1. Pengambilan bakteri patogen yang sudah dikultur sebanyak 100 pl

2. Menginokulasikan bakteri patogen ke dalam cawan petri yang berisi media
Triptone Soya Agar menggunakan spreader.

3. Kertas cakram direndam dalam larutan ekstrak Gracilaria sp., dengan
konsentrasi 30ppm, 40ppm, 50ppm, 60ppm, 70ppm dan diletakkan diatas
media agar yang sudah berisi sampel bakteri

4. Chlorampenicol yang akan digunakan sebagai kontrol positif dengan
konsentrasi 1000 ppm

5. Pelarut steril akuades digunakan sebagai kontrol negatif

6. Inkubasi selama 1-2 hari untuk melihat zona hambat

7. Pengukuran zona hambat menggunakan jangka sorong.
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3.5  Analisis dan Pengolahan Data

Data yang diperoleh dari hasil analisis GC-MS berupa data senyawa bio-
aktif dan disajikan dalam bentuk tabulasi. Data hasil pengukuran zona hambat
dianalisis secara kuantitatif dengan uji statistik non parametrik yaitu, data di-
sajikan dalam bentuk rerata + standar deviasi serta statistik menggunakan
perangkat lunak IBM SPSS Statistik versi 27. Analisis data dilakukan melalui
beberapa tahapan:

1. Uji Normalitas
Uji normalitas data dilakukan menggunakan uji Shapiro-Wilk. Pada
penelitian ini menggunakan sampel < 50 (n = 21 per kelompok). Data dinyatakan

terdistribusi normal jika nilai p-value > 0,05 (Dahlan, 2014).

2. Analisis Inferensial

Analisis dilanjutkan dengan uji non-parametrik yaitu, uji Kruskal-Wallis
untuk membandingkan >2 kelompok independent, kemudian dilanjut dengan uji
Mann-Whitney U untuk membandingkan 2 kelompok independent dan uji
Wilcoxon Signed Rank untuk membandingkan 2 kelompok berpasangan. Tingkat
kepercayaan yang digunakan adalah 95% dengan nilai signifikansi o = 0,05. Data
dinyatakan mempunyai perbedaan yang signifikan jika nilai p-value < 0,05

(Santoso, 2019)



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
teridentifikasi 18 senyawa kimia (4 terpenoid dan senyawa turunannya, 3 asam
lemak, 2 siloksana, 2 fenolik, 1 steroid, 1 alkana, 1 senyawa aromatic, dan 4
senyawa bioaktif lainnya), berdasarkan yang telah dilakukan, terdapat 5 senyawa
yang memiliki aktivitas antiinflamasi, diantaranya neophytadiene(terpenoid),
phytol (terpenoid), 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (terpenoid), n-
Hexadecanoic acid methyl ester (asam lemak) dan hexadecenoic acid (asam
lemak) pada ekstrak Gracilaria sp. dengan GC-MS. Ekstrak Gracilaria sp.,
memiliki aktivitas antiinflamasi tergolong rendah hingga sedang terhadap bakteri
patogen Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, dan Streptococcus
mutans. Serta terdapat perbedaan signifikan antara waktu inkubasi (24 jam dengan
48 jam), antar konsentrasi ekstrak, dan antar jenis bakteri pada beberapa perlaku-
an. Dengan demikian, ekstrak Gracilaria sp. dapat digunakan sebagai agen anti-
inflamasi berdasarkan hasil analisis senyawa bioaktif dan efektivitas ekstrak ter-

hadap bakteri patogen penyebab inflamasi.

5.2 Saran

Perlu dilakukan pengujian aktivitas antiinflamasi secara in vivo mengguna-
kan model hewan untuk mengevaluasi efektivitas dan keamanan ekstrak, serta
optimasi metode ekstraksi dan isolasi senyawa bioaktif utama agar potensi anti-

inflamasi dari Gracilaria sp. dapat maksimalkan.
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