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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA EKSTRAK BAKTERI SIMBION SPONS
DAN AKTIVITAS TERHADAP BAKTERI PATOGEN Vibrio

Oleh
ANNISHA AGUSVIAN PUTRI

Spons laut merupakan organisme yang memiliki hubungan simbiosis de-
ngan berbagai bakteri penghasil metabolit sekunder bioaktif, termasuk senyawa
antibakteri yang berpotensi menghambat berbagai spesies Vibrio patogen. Pene-
litian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak bakteri simbi-
on spons terhadap Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi,
dan Vibrio alginolyticus, serta mengkarakterisasi senyawa bioaktif yang terkan-
dung di dalamnya. Delapan isolat berasal dari perairan Pahawang diekstraksi
menggunakan pelarut metanol, kemudian difraksinasi menggunakan pelarut etil
asetat dan air. Aktivitas antibakteri diuji menggunakan metode difusi cakram pa-
da dua tahap, yaitu uji ekstrak kasar dan uji fraksi. Karakterisasi senyawa dilaku-
kan menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan penyemprotan reagen
vanilin-asam sulfat untuk menentukan golongan metabolit sekunder, serta meng-
identifikasi molekuler menggunakan BLAST N pada database NCBI. Hasil pe-
nelitian menunjukkan bahwa isolat SB-16, SB-22, dan SB-47 memiliki aktivitas
terbesar, dengan fraksi etil asetat menghasilkan zona hambat lebih besar diban-
dingkan fraksi air. Analisis KLT menghasilkan bercak berwarna coklat dengan
nilai Rf tinggi yang mengindikasikan keberadaan senyawa terpenoid. Identifikasi
molekuler melalui analisis BLAST menunjukkan kesesuaian tinggi dengan ge-
nus Vibrio, sehingga bakteri simbion spons tersebut berpotensi sebagai sumber
antibakteri terhadap bakteri vibriosis.

Kata kunci: Antibakteri, Bakteri, Senyawa, Spons, Vibrio



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF CHEMICAL COMPOUND OF SPONGE
BACTERIAL SYMBION EXTRACT AND ACTIVITY AGAINST
PATHOGENIC Vibrio sp.

By
ANNISHA AGUSVIAN PUTRI

Marine sponges have symbion, include bacteria that capable to produce
bioactive secondary metabolites. The bioactive antibacterial compounds alleged-
ly have potential to inhibit multiple pathogenic Vibrio species. This study aimed
to evaluate the antibacterial activity of sponge-associated bacterial extracts
against Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, and Vibrio
alginolyticus, and to characterize the bioactive compounds contained within.
Eight bacterial isolates obtained from the waters of Pahawang were extracted
using methanol and subsequently fractionated with ethyl acetate and water. Anti-
bacterial activity was assessed using the disk diffusion method in two stages,
namely crude extract testing and fraction testing. Compound characterization
was carried out using thin-layer chromatography (TLC) with vanillin—sulfuric
acid reagent to determine metabolite classes, and molecular identification was
performed through BLAST N analysis using the NCBI database. The results
showed that isolates SB-16, SB-22, and SB-47 exhibited the strongest activity,
with ethyl acetate fractions producing larger inhibition zones than aqueous
fractions. TLC analysis revealed brown spots with high Rf values, indicating the
presence of terpenoid compounds. Molecular identification showed high simi-
larity to the genus Vibrio, suggesting that these sponge-associated bacteria have
potential as antibacterial sources against vibriosis causing pathogens.

Keywords: Antibacterial, Bacteria, Extract, Sponge, Vibrio
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Spons laut dikenal memiliki hubungan simbiosis yang saling menguntung-
kan dengan berbagai mikroorganisme, termasuk bakteri, fungi, archaea, dan al-
ga. Spons banyak bersimbion dengan bakteri, baik Gram positif maupun Gram
negatif, yang memainkan peran penting dalam kesehatan spons. Bakteri simbion
ini dapat memproduksi senyawa bioaktif yang berfungsi untuk melindungi spons
dari patogen dan meningkatkan daya tahannya. Selain bakteri, spons juga dapat
bersimbion dengan fungi yang menghasilkan senyawa antimikroba (Taylor et al.,
2007). Archaea, meskipun kurang umum, juga dapat berperan dalam proses bio-
kimia dalam tubuh spons. Di samping itu, beberapa spons memiliki simbiosis
dengan alga fotosintetik, seperti dinoflagellata, yang membantu spons dalam
mendapatkan energi melalui fotosintesis. Hubungan simbiotik yang kompleks ini
tidak hanya penting bagi kelangsungan hidup spons, tetapi juga berkontribusi pa-
da keseimbangan ekosistem laut yang kaya akan keanekaragaman hayati
(Marzuki, 2018).

Spons laut memiliki potensi besar dalam menghasilkan senyawa bioaktif
yang dapat dimanfaatkan dalam bidang kesehatan seperti antibiotik, antitumor,
antiinflamasi, inhibitor enzim, dan lainnya (Brinkmann et al., 2017). Senyawa
aktif yang dihasilkan oleh spons dapat bervariasi dan terdiri dari alkaloid, flavo-
noid, terpenoid, steroid, dan saponin (Wardany et al., 2023). Contohnya, spons
Stryphuous ponderosus mengandung senyawa bioaktif alkaloid dan terpenoid
yang berpotensi sebagai antikanker (Hudayah et al., 2017). Jenis spons lain,
Callyspongia aerizusa, memiliki senyawa bioaktif alkaloid, terpenoid, steroid,

dan saponin yang menunjukkan potensi sebagai agen antibakteri (Mangurana



et al., 2019). Selain itu, Haliclona sp. juga memiliki senyawa bio-aktif alkaloid
yang berpotensi sebagai antibakteri (Wewengkang et al., 2014). Spons
Spirastrella tylissa carteri diketahui menghasilkan senyawa bioaktif etil ester
yang memiliki potensi sebagai antitumor (Bashari et al., 2019). Hyrtios erectus
mengandung senyawa bioaktif alkaloid yang menunjukkan potensi se-bagai
antiproliferatif (Muthiyan et al., 2017).

Dalam ekosistem laut yang kaya dan beragam, bakteri simbion spons
sering kali menghasilkan senyawa bioaktif dengan potensi sebagai agen anti-
bakteri. Misalnya, spons Aplysina aerophoba diketahui memiliki bakteri simbion
Helicobacter pylori yang menghasilkan senyawa bioaktif alkaloid dengan poten-
si antibakteri (Bakhtra et al., 2018). Jenis spons lain seperti Callyspongia aeri-
zusa mengandung bakteri simbion dari kelompok bakteri gram positif yang
memproduksi senyawa bioaktif berupa alkaloid, terpenoid, steroid, dan saponin
yang juga menunjukkan aktivitas antibakteri (Mangurana et al., 2019). Selain
itu, spons Aplysina sp. yang memiliki bakteri simbion Bacillus sp. diketahui
menghasilkan senyawa bioaktif flavonoid dan steroid dengan potensi antimik-
roba (Wibowo et al., 2020). Tidak hanya antibakteri, beberapa spons juga me-
nunjukkan potensi terapeutik lain seperti spons Spirastrella sp. dan Plakina-
strella sp. yang memiliki bakteri simbion dari kelompok bakteri gram positif,
menunjukkan potensi anthelmintika (Faisal et al., 2014). Anthelmintika adalah
senyawa yang digunakan untuk mengobati infeksi cacing parasit, yang sering
menjadi masalah kesehatan pada manusia maupun hewan. Senyawa-senyawa
anthelmintika ini bekerja dengan cara melumpuhkan atau membunuh cacing
parasit yang ada di dalam tubuh inang.

Senyawa aktif yang dihasilkan oleh simbion spons dapat bervariasi ter-
gantung pada jenis simbion dan kondisi lingkungan tempat spons tumbuh. Va-
riasi dalam komposisi kimia bakteri simbion, misalnya, dapat dipengaruhi oleh
berbagai faktor seperti suhu, salinitas, dan kedalaman perairan. Oleh karena itu,
penelitian mengenai hubungan antara lokasi dan komposisi senyawa aktif sangat
penting untuk memahami keanekaragaman biologis dan potensi terapeutik
spons. Spons dapat bersimbion dengan satu jenis bakteri, tetapi juga dapat ber-

simbion dengan dua hingga enam jenis bakteri. Jika satu jenis spons diambil dari



dua lokasi sampling yang berbeda, ada kemungkinan ditemukan jenis bakteri
simbion yang berbeda, serta variasi dalam jumlah simbion. Hal ini menunjukkan
bahwa lokasi atau habitat spons, ketersediaan nutrisi, pencahayaan, salinitas, ke-
keruhan, serta faktor-faktor seperti arus laut dan gelombang dapat mempenga-
ruhi karakter mikrosimbion yang terdapat pada spons (Marzuki, 2018).

Di perairan Pahawang, yang dikenal dengan keanekaragaman hayatinya
yang kaya, spons dapat bersimbion dengan berbagai jenis bakteri dan mikroor-
ganisme lainnya. Lokasi ini memberikan peluang menarik untuk meneliti eks-
trak bakteri simbion dari spons, terutama terkait dengan aktivitas antibakteri ter-
hadap bakteri patogen seperti Vibrio sp. Sebuah penelitian sebelumnya telah ber-
hasil mengumpulkan sejumlah bakteri simbion spons di perairan Pahawang, te-
tapi delapan isolat bakteri yang diambil belum pernah dianalisis lebih lanjut.
Oleh karena itu, penting untuk mengkarakterisasi senyawa bioaktif dan menilai
potensi antibakterinya terhadap bakteri Vibrio patogen, yang dapat menyebabkan
penyakit serius pada organisme laut dan manusia. Penelitian ini bertujuan untuk
mengeksplorasi potensi senyawa bioaktif yang dihasilkan dari ekstrak bakteri

simbion spons, yang dapat digunakan sebagai agen antibakteri baru.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian adalah:

1. Mengetahui hasil skrining aktivitas antibakteri ekstrak bakteri simbion
spons terhadap bakteri Vibrio patogen.

2. Menganalisis aktivitas hasil fraksinasi ekstrak bakteri simbion spons se-
bagai antibakteri terhadap bakteri Vibrio patogen.

3. Mengetahui kelompok senyawa bioaktif serta identitas bakteri simbion

spons yang berpotensi sebagai antibakteri terhadap bakteri Vibrio patogen.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi se-
nyawa bioaktif dari bakteri simbion spons yang memiliki aktivitas antibakteri,
sehingga dapat menjadi dasar dalam pengembangan agen antibakteri alternatif

untuk menghambat bakteri Vibrio patogen.



1.4 Kerangka Pikir

Perairan Pahawang yang kaya akan keanekaragaman hayati lautnya me-
rupakan habitat berbagai jenis spons yang memiliki hubungan simbiosis dengan
bakteri. Penelitian sebelumnya telah dikumpulkan sejumlah isolat bakteri sim-
bion spons, dan delapan isolat yang berasal dari Pahawang dipilih untuk diteliti
lebih lanjut. Isolat tersebut diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan
pelarut metanol untuk memperoleh ekstrak bakteri simbion spons. Ekstrak ke-
mudian diuji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri Vibrio patogen. Isolat
yang menunjukkan zona hambat kecil dihentikan, sedangkan isolat dengan zona
hambat besar dilanjutkan ke tahap penelitian berikutnya. Isolat terpilih selanjut-
nya difraksinasi menggunakan dua jenis pelarut, yaitu etil asetat dan aquades di-
gunakan untuk memisahkan senyawa berdasarkan perbedaan polaritas. Fraksi
yang dihasilkan kemudian diuji kembali aktivitas antibakterinya terhadap bakteri
Vibrio patogen untuk memastikan fraksi mana yang memiliki potensi antibakteri
terbesar. Fraksi dengan zona hambat tinggi dilanjutkan ke tahap analisis berikut-
nya. Tahap selanjutnya adalah Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang dilakukan
untuk mengetahui pola pemisahan senyawa dan mengidentifikasi kelompok me-
tabolit sekunder yang berpotensi sebagai antibakteri. Selain itu, dilakukan iden-
tifikasi molekuler terhadap bakteri simbion yang terpilih untuk mengetahui iden-
titas bakteri tersebut secara genetik. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan
gambaran komprehensif mengenai aktivitas antibakteri, kelompok senyawa bio-
aktif, serta identitas bakteri simbion spons yang berpotensi sebagai sumber se-
nyawa antibakteri terhadap bakteri Vibrio patogen. Kerangka pikir penelitian ini

disajikan pada Gambar 1.



8 isolat bakteri simbion spons dari
Pahawang

v

Ekstraksi isolat menggunakan
metanol

Uji aktivitas antibakteri ekstrak terhadap
bakteri Vibrio patogen

|
) ’

Zona hambat besar Zona hambat kecil
(dilanjut) (dihentikan)

v

Fraksi

dengan pelarut etil asetat dan aquades

nasi ekstrak bakteri simbion spons

N\

Uji aktivitas antibakteri ekstrak fraksi
terhadap bakteri Vibrio patogen

KLT

(Kromatografi Lapis Tipis) simbion spons

Identifikasi molekuler bakteri

Karakterisasi senyawa bioaktif dan
identitas bakteri simbion spons

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian.




1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Spons

Spons merupakan organisme multiseluler unik dari filum Porifera yang
memiliki struktur yang berbeda dengan organisme multiseluler lainnya. Seba-
gian besar tubuh spons ditandai dengan banyak pori yang membentuk saluran
untuk sirkulasi air yang berkelanjutan (Marzuki et al., 2015a; Ismet et al., 2011).
Spons tidak memiliki sistem saraf, saluran pencernaan, maupun peredaran da-
rah. Sebagai gantinya, spons terus menerus bergantung pada aliran air melalui
tubuh mereka untuk mendapatkan makanan, oksigen, dan mengeluarkan limbah.
Kondisi aliran air ini harus tetap terjaga agar terus berlangsung (Marzuki, 2018).

Collar Partikel makanan

Oskulum\ L\Aiada mukus
lj R . r— x @ & § }l
P -y o .- /._‘”, a \ @ |
P \ "
» )
Fagositosis Amubosit

Flagela makanan

Koanosit

Gambar 2. Struktur morfologi spons.
Sumber: Marzuki, 2018

Secara umum, struktur spons terdiri atas osculum, mesohyl, spongocoel,
choanocyt, amoebocyt, dan spicula (Gambar 2). Spons memiliki tubuh berpori

dengan sistem saluran air yang memungkinkan terjadinya aliran air masuk dan



keluar, sehingga berperan sebagai organisme filter feeder. Air masuk melalui
pori-pori (porocyte) dengan membawa oksigen serta partikel makanan, kemudi-
an mengalir ke dalam spongocoel dan keluar melalui osculum. Di dalam spongo-
coel, choanocyte yang memiliki flagelaberfungsi membentuk arus air dan me-
nangkap partikel makanan melalui struktur kerahnya. Partikel makanan kemudi-
an dicerna melalui proses fagositosis atau disalurkan ke amoebocyte untuk didis-
tribusikan ke seluruh tubuh spons. Amoebocyte juga berperan dalam pembentuk-
an spikula serta pembuangan sisa metabolisme. Mesohyl berfungsi sebagai jari-
ngan penghubung yang menjadi tempat berbagai jenis sel, sedangkan epidermis
melapisi bagian luar tubuh spons yang berfungsi sebagai pelindung (Marzuki,
2018).

Hidup spons yang menetap dapat ditemukan di berbagai habitat seperti
berpasir, karang mati, batu, dan media lain yang memiliki struktur keras (Astro
et al., 2013). Setiap spons memiliki anatomi dan bentuk sesuai lingkungan spesi-
fiknya dan kondisi hidrodinamika perairan di mana spons tersebut hidup. Perair-
an pantai dangkal yang memiliki arus, ombak, serta gelombang yang besar, spe-
sies spons yang ditemukan memiliki tubuh lunak mirip seperti cambuk yang
fleksibel dan dapat digerakkan oleh arus. Sementara itu, di perairan yang lebih
dalam yang di mana pergerakan airnya memiliki ciri bertubuh keras, kaku, dan
berlimpah (Haris et al., 2021). Tubuh spons dapat dijadikan habitat bagi mikro-
organisme lain dengan bersarang di tubuhnya, sedangkan mikroorganisme ber-
tindak sebagai pertahanan yang dapat menghasilkan zat beracun sebagai respons
terhadap perubahan lingkungan laut yang ekstrem karena pencemaran (Marzuki,
2018).

2.2 Potensi Senyawa Bioaktif Spons

Invertebrata laut seperti Porifera, Bryzoa, Cnidaria, dan Chordata meru-
pakan penyumbang utama dalam produksi senyawa alami laut. Spons menjadi
salah satu komponen biota penyusun terumbu karang yang menjadi sumber uta-
ma dari senyawa alami laut baru yang memiliki potensi bioaktif, namun belum
sepenuhnya dimanfaatkan. Senyawa alami yang dihasilkan oleh spons antara

lain terpenoid, alkaloid, dan steroid yang memiliki sifat antibakteri. Spons juga



diyakini mengandung senyawa seperti saponin, asam fenolik, glikosida, peptida,
amina beserta turunannya, serta squalen dan turunannya yang berasal dari meta-
bolit sekunder (Hardiningtias, 2009). Presentase keaktifan senyawa aktif yang
terkandung dalam spesies laut ini lebih besar jika dibandingkan dengan senyawa
aktif yang berasal dari tumbuhan darat (Marzuki, 2018).

Senyawa bioaktif yang terdapat dalam spons memiliki potensi untuk digu-
nakan dalam bidang biomedis, seperti antibiotik, antitumor, antiinflamasi, inhi-
bitor enzim, dan lainnya. Senyawa-senyawa ini telah terbukti menunjukkan akti-
vitas yang kuat dalam berbagai uji in vitro dan in vivo (Varijakzhan et al., 2021).
Spons laut diketahui menjadi habitat bagi beberapa jenis bakteri yang jumlahnya
mencapai 40 persen dari total biomassa spons. Interaksi simbiosis antara bakteri
dan spons laut menyebabkan organisme ini memiliki potensi antibakteri yang le-
bih besar daripada organisme darat dan laut lainnya (Wewengkang et al., 2014).
Berikut merupakan beberapa potensi senyawa bioaktif yang ditemukan dari ber-

bagai jenis spons (Tabel 1).

Tabel 1. Senyawa bioaktif spons dan potensi bioaktivitas

No. Jenis Spons Senyawa Bioaktif Potensi Sumber
1. Stryphuous Alkaloid dan Antikanker (Hudayah et al.,
ponderosus terpenoid payudara 2017)
2. Callyspongia Alkaloid Antibakteri (Mangurana et
aerizusa Terpenoid al., 2019)
Steroid
Saponin
3. Haliclona sp. Alkaloid Antibakteri (Wewengkang
et al.,2014)
4. Spirastrella Etil ester Antitumor (Bashari et al.,
tylissa carteri 2019)
5. Hyrtios erectus  Alkaloid Antiproliferatif (Muthiyan et al.,
2017).
6. Aplysina Alkaloid Antibakteri (Bakhtra et al.,
aerophoba 2018)
7. Axinella carteri  Alkaloid dan Antitumor dan  (Handayani,
terpenoid Antibakteri 2012)




2.3 Bakteri Simbion pada Spons

Bakteri simbion pada spons adalah mikroorganisme yang hidup dalam hu-
bungan simbiosis yang saling menguntungkan dengan spons laut. Spons laut,
yang merupakan organisme bentik, hidup di lingkungan yang kompleks dan be-
ragam. Mereka sering kali menghadapi persaingan ketat untuk sumber daya dan
ancaman dari patogen serta predator. Dalam kondisi ini, spons telah mengem-
bangkan hubungan simbiosis dengan berbagai mikroorganisme, termasuk bak-
teri, untuk bertahan hidup dan beradaptasi. Bakteri simbion ini berperan penting
dalam metabolisme spons, termasuk dalam proses nutrisi, detoksifikasi, dan per-
tahanan terhadap patogen.

Spons laut dikenal sebagai reservoir alami bagi berbagai senyawa bioaktif
yang memiliki aktivitas biologis, termasuk aktivitas antibakteri (Lee et al.,
2001). Bakteri simbion yang hidup di dalam spons adalah produsen utama se-
nyawa-senyawa ini. Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri simbion
dapat melindungi spons dari serangan mikroorganisme patogen dan predator.
Senyawa-senyawa ini meliputi antibiotik alami, antijamur, antivirus, dan senya-
wa antipredator (Taylor et al., 2007). Bakteri simbion mampu menghasilkan
berbagai metabolit sekunder yang kompleks, yang sering kali tidak ditemukan
pada bakteri non-simbion. Kemampuan ini menjadikan bakteri simbion spons
sebagai sumber potensial untuk menemukan senyawa baru yang dapat digunakan
dalam pengembangan obat. Oleh karena itu, bakteri simbion spons menjadi sum-
ber potensial untuk menemukan senyawa baru yang dapat digunakan dalam pe-
ngembangan obat, terutama sebagai agen antibakteri (Mehbub et al., 2014). Da-
lam penelitian ini, isolat bakteri simbion diperoleh dari berbagai spesies spons

laut, yang disajikan dalam tabel berikut.
2.4 Potensi Senyawa Bioaktif Bakteri Simbion Spons

Bakteri simbion yang hidup dalam jaringan spons laut memiliki potensi
besar dalam menghasilkan senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan sebagai
agen antibakteri. Senyawa-senyawa ini berperan penting dalam melindungi

spons dari infeksi patogen dan predator, serta berkontribusi pada kelangsungan
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hidup spons dalam ekosistem laut yang kompetitif. Bakteri simbion spons di-

ketahui mampu menghasilkan berbagai metabolit sekunder yang memiliki akti-

vitas biologis tinggi, termasuk antibiotik, antijamur, antivirus, dan antikanker

(Taylor et al., 2007). Senyawa bioaktif dari bakteri simbion spons memiliki

struktur kimia yang unik dan beragam, yang sering kali tidak ditemukan pada

mikroorganisme non-simbion. Keragaman genetik dan metabolik bakteri sim-

bion memungkinkan mereka untuk menghasilkan senyawa dengan mekanisme

aksi yang beragam dan spesifik terhadap berbagai target biologis. Hal ini menja-

dikan bakteri simbion spons sebagai sumber potensial untuk penemuan senyawa

baru yang dapat mengatasi tantangan resistensi antibiotik.

Tabel 2. Senyawa bioaktif bakteri simbion spons dan potensi bioaktivitas

No. Jenis Spons Bakteri Senyawa  Potensi Sumber
Simbion Bioaktif
1.  Callyspongia Kelompok Alkaloid  Antibakteri (Mangurana
aerizusa bakteri Gram  Terpenoid etal., 2019)
positif Steroid
Saponin
2.  Xestospongia Bacillus - Antimikroba (Citaetal.,
testudinaria  licheniformis 2017)
3. Axinella Ralstonia Alkaloid  Antitumor (Handayani,
carteri solanacearum  dan dan 2012)
terpenoid  Antibakteri
4.  Pseudoceratii  famili Peptida Antimikroba  (Kanagasabh
na purpurea  Bacillaceae apathy, 2005)
5.  Aplysinasp.  Bacillus sp. - Antimikroba (Wibowo et
al., 2020)
6. Erylus Vibrio sp. - Antibakteri (Graca et al.,
discophorus 2013)

Spons Xestospongia testudinaria memiliki bakteri simbion berupa Bacillus

licheniformis, yang terbukti memiliki aktivitas antimikroba (Tabel 2). Hasil ka-
rakterisasi mikroskopis dan biokimia menunjukkan bahwa isolat ini memiliki
sifat khas Bacillus, seperti bentuk batang, sifat Gram positif, dan aktivitas enzim
katalase, yang sesuai dengan karakteristik B. licheniformis. Keberadaan simbion

pada spons laut dipengaruhi oleh faktor ekologi. Spons X. testudinaria biasanya
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bersimbiosis dengan bakteri penghasil senyawa bioaktif untuk mempertahankan
diri dari infeksi patogen dan persaingan lingkungan. Kombinasi dari faktor-
faktor ini mengonfirmasi bahwa B. licheniformis merupakan salah satu simbion
utama spons X. testudinaria (Cita et al., 2017).

Spons laut Axinella carteri, yang ditemukan di perairan Sumatera Barat,
mengandung senyawa bioaktif seperti alkaloid dan terpenoid. Senyawa ini telah
terbukti memiliki potensi sebagai antitumor dan antibakteri, khususnya terhadap
patogen Ralstonia solanacearum. Keberadaan bakteri simbion dalam spons ini
mendukung aktivitas antibakteri, menjadikan Axinella carteri sebagai sumber
bioaktif potensial yang bermanfaat untuk farmasi dan agroindustri. Faktor yang
memungkinkan spons Axinella carteri memiliki bakteri simbion seperti Ralsto-
nia solanacearum meliputi struktur spons yang berpori, yang memungkinkan
bakteri masuk dan hidup di dalam tubuh spons. Selain itu, hubungan simbiotik
ini menguntungkan spons karena bakteri dapat menghasilkan senyawa metabolit
sekunder yang memberikan perlindungan alami dari patogen eksternal serta ber-
kontribusi pada efek antibakteri spons itu sendiri (Handayani, 2012).

Spons Pseudoceratina purpurea terbukti memiliki bakteri simbion dari
famili Bacillaceae, khususnya Bacillus dan Virgibacillus, yang menghasilkan
peptida bioaktif dengan aktivitas antimikroba dan antifouling. Interaksi mutua-
listik ini memungkinkan senyawa bioaktif dari bakteri simbion melindungi spons
dari kolonisasi bakteri pengganggu, sehingga mendukung potensi simbion seba-
gai sumber alami untuk pengembangan agen antibakteri dan antifouling ramah
lingkungan (Kanagasabh apathy, 2005). Spons Aplysina sp. memiliki bakteri
simbion dari genus Bacillus sp. karena lingkungan laut yang kaya nutrisi, seperti
di Pulau Enggano, mendukung keberadaan mikroorganisme ini. Bacillus sp. me-
nyediakan perlindungan bagi spons melalui produksi senyawa antimikroba yang
melindungi spons dari patogen. Selain itu, kompatibilitas fisiologis antara Bacil-
lus sp. dan spons memungkinkan bakteri ini tumbuh dalam kondisi yang sama.
Interaksi ini bersifat mutualisme, di mana spons mendapatkan perlindungan se-
mentara Bacillus sp. memperoleh tempat hidup dan nutrisi dari spons (Wibowo
et al., 2020).
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Berdasarkan hasil penelitian Graca et al. (2013), bakteri dari genus Vibrio
diidentifikasi sebagai bagian dari komunitas bakteri heterotrof yang hidup seba-
gai simbion pada spons Erylus discophorus. Beberapa isolat Vibrio menunjuk-
kan aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji seperti Vibrio harveyi dan Aliivibrio
fischeri, sehingga mengindikasikan peran ekologisnya dalam mempertahankan
kesehatan spons melalui produksi metabolit bioaktif. Studi tersebut juga mene-
gaskan bahwa anggota Vibrionaceae merupakan kelompok bakteri laut yang di-
kenal kaya akan metabolit aktif secara biologis, sehingga keberadaannya sebagai
simbion pada spons berpotensi memberikan kontribusi penting terhadap meka-
nisme pertahanan kimia spons. Dengan demikian, genus Vibrio dapat dianggap
sebagai salah satu bakteri simbion yang berpotensi menghasilkan senyawa bio-
aktif meskipun jenis metabolit spesifiknya tidak dijelaskan dalam penelitian ter-
sebut (Graca et al., 2013).

2.5 Bakteri Vibrio

Bakteri Vibrio adalah kelompok bakteri Gram-negatif yang hidup di per-
airan laut maupun tawar. Genus Vibrio terdiri atas lebih dari 100 spesies, sebagi-
an di antaranya bersifat patogen dan berpotensi menimbulkan penyakit pada ma-
nusia maupun hewan laut (Suharni et al., 2008). Bakteri patogen memanfaatkan
materi organik dari inangnya (saprofit) dan dapat menyebabkan penyakit dengan
dampak dari ringan hingga kematian, sekaligus menurunkan kualitas produk pe-
rikanan (lhsan et al., 2020). Penelitian difokuskan pada empat spesies Vibrio
yang umum ditemukan di lingkungan laut dan dikenal patogenik, yaitu Vibrio
vulnificus (Reichelt et al., 1979; Farmer, 1980), Vibrio harveyi (Johnson &
Shunk, 1936), Vibrio parahaemolyticus (Fujino et al., 1953; Sakazaki et al.,
1963), dan Vibrio alginolyticus (Miyamoto et al., 1961; Sakazaki, 1968). Keem-
pat spesies ini diketahui sering menyebabkan infeksi pada organisme laut serta
menimbulkan dampak signifikan terhadap kesehatan ikan dan kualitas produk
perikanan.

Meskipun beberapa spesies dikenal sebagai patogen penyebab vibriosis,
beberapa isolat Vibrio juga dapat hidup sebagai simbion pada spons laut. Graca

et al. (2013) melaporkan keberadaan isolat Vibrio sebagai bagian dari komunitas
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bakteri heterotrof pada spons Erylus discophorus, beberapa diantaranya menun-
jukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri lain. Hal ini menunjukkan fleksibi-
litas ekologis Vibrio, di mana strain tertentu bersifat patogen, sementara strain
lain hidup secara komensal atau mutualistik, tergantung variasi strain, kondisi
lingkungan, dan ekspresi gen virulensi. Untuk memahami keempat spesies
Vibrio, yaitu Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, dan

Vibrio alginolyticus, perlu diketahui karakteristik masing-masing spesies.

Taksonomi bakteri Vibrio menurut Garrity et al. (2016) sebagai berikut:

Kingdom  : Bacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Ordo : Vibrionales

Family : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio vulnificus

Vibrio harveyi
Vibrio parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus

Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, dan Vibrio
alginolyticus adalah bakteri Gram-negatif yang hidup secara alami di lingkungan
estuari dan laut, terutama di perairan hangat. Vibrio vulnificus tumbuh optimal
pada suhu sekitar 30°C, sedangkan Vibrio harveyi dan Vibrio parahaemolyticus
beradaptasi pada suhu sekitar 35°C (Urquhart et al., 2016). Vibrio alginolyticus,
yang juga banyak ditemukan di daerah tropis, umumnya tumbuh pada suhu an-
tara 30°C-37°C (Tukan et al., 2023).

Vibrio vulnificus memiliki morfologi berupa batang yang motil dengan
bentuk yang melengkung dan memiliki flagelum tunggal yang terletak di salah
satu ujung (polar) (Oliver, 2005) (Gambar 3a). Vibrio harveyi memiliki mor-
fologi berbentuk batang dengan flagelum yang memungkinkannya untuk berge-
rak secara aktif dalam air, serta mampu menghasilkan bioluminesensi (cahaya)

(Gambar 3b) (Kusumaningrum et al., 2017). Vibrio parahaemolyticus memiliki
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bentuk batang yang sedikit melengkung, dilengkapi dengan flagel tunggal untuk
pergerakan (Gambar 3c). Vibrio alginolyticus memiliki morfologi berupa batang
motil dengan flagelum untuk gerakan aktif dalam air, tampak tidak berwarna,
berbentuk pendek atau agak bulat, dan koloni yang tumbuh menyebar serta tam-
pak basah (Zhu et al., 2017) (Gambar 3d). Berikut merupakan gambar dari ke-
empat bakteri di atas:

AcaV Spot agn{
k k30 1p18ixl s
(d)

Gambar 3. Bentuk bakteri vibrio, (a) Vibrio vulnificus (CDC PHIL, 2020),
(b) Vibrio harveyi (Surhone et al., 2010), (c) Vibrio parahaemolyticus
(Yu, 2022), (d) Vibrio alginolyticus (Ye et al., 2019).

Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus, dan Vibrio
alginolyticus adalah bakteri yang dapat menyebabkan infeksi pada manusia dan
hewan laut. Menurut Annisa et al. (2015), Vibrio vulnificus dapat menyebabkan
infeksi serius pada manusia melalui konsumsi makanan laut yang terkontami-
nasi. Sementara itu, menurut Newton et al. (2012), Vibrio parahaemolyticus ber-
potensi menyebabkan keracunan makanan yang signifikan melalui konsumsi
makanan laut mentah atau kurang matang. Kedua bakteri ini memiliki gejala
yang serupa, yaitu muntah, diare, dan sakit perut, yang dapat berpotensi fatal,

terutama pada individu dengan sistem kekebalan tubuh yang lemah.
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Bakteri patogen Vibrio harveyi menyebabkan Vibriosis pada udang, yang
mengakibatkan berbagai masalah serius di sektor perikanan dan akuakultur, se-
perti kematian total, penurunan hasil produksi, dan penurunan kualitas air
(Nurama et al., 2023). Menurut Murtidjo (2003), Vibrio alginolyticus adalah
bakteri yang sering menyebabkan masalah pada larva udang windu, menimbul-
kan penyakit yang dikenal sebagai bakteri menyala. Larva yang terinfeksi tam-
pak bercahaya dalam kondisi gelap. Penyakit ini biasanya muncul di musim hu-
jan, ketika salinitas menurun dan terdapat perbedaan suhu yang signifikan antara

siang dan malam hari (Amri, 2003).



3.1

Il. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2024 hingga Mei 2025. Ke-

giatan penelitian dilakukan di Laboratorium Oseanografi, Jurusan Perikanan dan

IImu Kelautan. Selain itu, penelitian juga dilakukan di Laboratorium Bioteknolo-

gi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung.

3.2

Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan diuraikan pada Tabel 3 dan Tabel 4.

Tabel 3. Alat dan spesifikasi yang digunakan

No Alat Spesifikasi Merk Keterangan/fungsi
Pressure steam
1 Autoklaf sterilizer - Sterilisasi alat dan bahan.
YXQ.SG41.280CS
Sterilisasi di dalam
2 Bunsen - - . .
laminar air flow.
3 Cawan petri 100x15mm2 Anumbra  Wadah media tumbuh
4 Erlenmeyer 300ml Iwaki Alat membuat media.
5 Gelas ukur 100mL ) Alat pengukur_pelarut saat
membuat media.
Hot plate magnetic .
6 Hot plate stirrer SH-2 - Menghomogenkan media
7 Inkubator BC60 Froilabo Tempat inkubasi mikroba
dengan suhu terkontrol.
8 Jangka - - Mengukur zona bening.
sorong
9 Jarum ose - - Menginokulasi mikroba.
10 Jas lab - - Alat pelindung tubuh.
11 _Cooler FOC-215i i Menyimpan media
incubator kosong.
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Tabel 3. Alat dan spesifikasi yang digunakan (lanjutan)

No Alat Spesifikasi Merk Kegunaan/fungsi
1 Alumunium i i Membungkus alat.
foil
2  Kain kasa Penutup tabung reaksi dan
i i Erlenmeyer.

3 Masker i Onemed Mencegah t_erjadinya
kontaminasi.

4 Saru_ng tangan M Onemed Melindungi tangan dar_l

medis mencegah kontaminasi.

5  Paperdisc 6 mm i Untuk uji antagonis
terhadap bakteri patogen.

6  Plastik tahan 2 Kk ] Membungkus alat dan

panas g bahan saat sterilisasi.

7  Plastik wrap Membungkus tepian cawan

i ) petri dan mulut tabung.

8  Tissue . . Membersihkan alat.

9  PelatKLT TLC Silica Memisahkan senyawa

gel 60 F254 berdasarkan polaritas.

10 ?eparatory 250ml Phyrex Pemisahan senyawa

unnel berdasarkan larutan.

11  Chamber 5 Wadah tertutup untuk

x 10 .
KLT pemisahan senyawa.

12 Mikropipet 11-1.2 Untuk mengambil larutan

kapiler mm ) sampel.

13 Lampu UV Visualisasi bercak senyawa

(254 nm dan - - pada pelat KLT.
366 nm)
14  Pinset Mengambil dan meletakkan
i ) kertas cakram.
15 Mikropipet 100-1000ul M_emindahkan larutan,
& Dragonlab cairan
20-2004 & Dumo  mikroba dan larutan
ekstrak.

16  Shaker Alat pencegah
penggumpalan bakteri
patogen.

17  Tabung reaksi 15x150mm lwaki Wadar_] pertumbuhan
bakteri patogen.

18 Timbangan Menimbang media.

digital




Tabel 4. Bahan dan spesifikasi yang digunakan
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No Bahan Spesifikasi Merk Kegunaan/fungsi

1 Akuades steril - - Sebagai pelarut
media, untuk
sterilisasi pada
autoklaf.

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

3 Alkohol 70% OneMed Mensterilisasi alat
dan diri.

4 Chloramphenicol - - Sebagai kontrol
(+), menghindari
kontaminasi
media.

5  Yeast extract 103753 Yeast Milipore Bahan media
kultur.

6 Peptone 107228 Buffered Milipore Bahan media

Peptone kultur.

7 Agar GRMO026 Agar Himedia Bahan media

powder kultur.

8 Nutrient Agar 105450 Nutrient Milipore Bahan media

(NA) agar kultur.

9 Metanol 70% - Pelarut dalam
ekstraksi.

10  Etil asetat 95% 109623 Ethyl Milipore Sebagai pelarut

acetate pemisah senyawa.

11 n-Heksana 95% 104367 Milipore Sebagai pelarut

n-Hexane pemisah senyawa.

12 Vanilin 818718 Vanillin Milipore Bahan pereaksi.

13  Etanol 95% 100983 Ethanol Milipore Sebagai larutan
untuk pereaksi.

14 Spritus - - Cairan bahan
bakar bunsen.

15 Isolat bakteri SB-16, SB-22, SB- - Isolat yang akan

simbion spons 25, SB-27, SB-47, diekstraksi.
SB-51, SB-53, SB-
73
16  Bakteri Vibrio V. parahae- - Bakteri
molitycus, uji/patogen.
V. vulnificus, V.
harveyi,

V. alginolyticus
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3.3 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian adalah rangkaian langkah sistematis yang digunakan
untuk mencapai tujuan penelitian secara terarah. Tahapan prosedur penelitian
meliputi tahapan sterilisasi alat, pembuatan media padat dan cair, kultivasi bak-
teri, proses ekstraksi, uji aktivitas antibakteri awal, fraksinasi, uji aktivitas anti-
bakteri lanjutan, analisis kromatografi, serta identifikasi molekuler pada isolat
terpilih. Diagram alir dari keseluruhan prosedur penelitian dapat dilihat pada

Gambar 4.

Sterilisasi alat

v

Pembuatan media padat dan cair

!

Kultivasi bakteri simbion spons

v

Ekstraksi bakteri simbion spons

)

Uji aktivtas antibakteri

v

Fraksinasi ekstrak bakteri simbion spons
dengan pelarut etil asetat dan aquades

v

Uji aktivitas antibakteri ekstrak fraksi
[

v !
KLT Identifikasi molekuler bakteri
(Kromatografi Lapis Tipis) simbion spons
| |
\
Analisis data

Gambar 4. Prosedur penelitian.
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3.3.1 Sterilisasi Alat

Alat yang digunakan pada penelitian harus dalam keadaan steril dari jenis
mikroorganisme baik bakteri maupun jamur. Proses sterilisasi terbagi menjadi
dua cara, yaitu sterilisasi kering dan sterilisasi basah. Sterilisasi kering dilakukan
menggunakan alkohol 70%. Sementara itu, sterilisasi basah dilakukan menggu-
nakan autoklaf untuk alat seperti cawan petri, tabung reaksi, dan erlenmeyer.
Berikut merupakan prosedur sterilisasi basah menggunakan autoklaf:

1.  Alat yang digunakan dicuci dengan air mengalir dan sabun hingga bersih,
kemudian dikeringkan.

2. Selanjutnya, alat-alat tersebut disterilkan kembali dengan alkohol 70%, di-
keringkan menggunakan tisu, dan dibungkus dengan kertas serta plastik ta-
han panas.

3. Semua alat yang telah dibungkus kemudian disterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit untuk mencegah kontaminasi
(Ortez, 2005).

4.  Setelah proses sterilisasi selesai, autoklaf dimatikan dan dibiarkan hingga

mencapai suhu ruang, kemudian alat dikeluarkan dengan hati-hati.

3.3.2 Pembuatan Media

Pembuatan media dalam penelitian terbagi menjadi dua jenis, yaitu media
padat dan media cair. Media padat yang digunakan meliputi Zobell laut, yang
berfungsi sebagai media pertumbuhan bakteri dan digunakan pada tahap pengu-
jian aktivitas antibakteri. Sementara itu, media cair yang digunakan adalah Nut-
rient Broth (NB), yang dipilih untuk proses peremajaan bakteri simbion spons.
Berikut adalah proses pembuatan media padat:

1.  Media Zobell padat dibuat menggunakan bahan-bahan seperti pepton,
yeast, dan agar.

2.  Bahan media yang akan digunakan ditimbang menggunakan timbangan
analitik.

3. Pembuatan media disesuaikan dengan kebutuhan, perbandingan banyak-

nya bahan dan pelarut dapat dilihat pada petunjuk di kemasan media.
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Bahan dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang dicampur dengan pelarut air
laut steril, kemudian erlenmeyer ditutup dengan kapas yang dibalut kassa.
Media dipanaskan di atas hotplate dan diaduk menggunakan magnetic stir-
rer hingga homogen.

Media di autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit untuk disterilkan.
Media yang telah disterilkan kemudian dituangkan ke dalam cawan di da-
lam bilik laminar dan menggunakan api bunsen.

Jika sudah selesai, bungkus sekeliling cawan dengan plastik wrap dan sim-

pan di kulkas penyimpanan media kosong jika belum digunakan.

Media Nutrient Broth (NB) digunakan untuk proses peremajaan bakteri

simbion spons. Media NB yang dibuat pada penelitian berjumlah 10 mL per ta-

bung reaksi dan 500 mL per botol jamu. Berikut adalah proses pembuatan media

NB:
1.

Pembuatan media disesuaikan dengan kebutuhan, perbandingan banyak-
nya bahan dan pelarut mengacu pada petunjuk yang tertera pada kemasan
media.

Bahan dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan botol jamu yang dicampur
dengan pelarut air laut steril, kemudian erlenmeyer dan botol jamu ditutup
dengan kapas yang dibalut kassa.

Campuran media dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer di atas hot
plate hingga larut sempurna.

Setelah larut, media NB dalam erlenmeyer dituang ke dalam tabung reaksi
sebanyak 10 mL per tabung.

Botol jamu dan tabung reaksi kemudian ditutup kembali dengan kapas
yang dibaluti kain kassa dan dilapisi alumunium foil.

Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20

menit.

3.3.3 Kultivasi Bakteri Simbion Spons

Bakteri simbion spons yang digunakan dalam penelitian ini merupakan

koleksi hasil penelitian sebelumnya dan berasal dari beberapa spesies spons laut,
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yaitu Hyrtios erectus (SB-16 dan SB-27), Gelliodes fibulata (SB-22 dan SB-73),
Clathria sp. (SB-25), Echinodictyum antrodes (SB-47), Spongia matamata (SB-
51), serta Lendenfeldia dendyi (SB-53). Seluruh isolat tersebut dilakukan kulti-

vasi untuk mengoleksi dan memperbanyak isolat bakteri yang telah diperoleh

dari penelitian sebelumnya, guna memastikan keberlanjutan serta ketersediaan

isolat bakteri untuk analisis lebih lanjut. Berikut adalah proses kultivasi di media

Zobell padat:

1.  Media yang akan digunakan disiapkan.

2.  Isolat yang telah ada dari penelitian sebelumnya diambil menggunakan ose
steril dilakukan di dalam laminar airflow dan di dekat api bunsen.

3.  Bakteri digoreskan secara zig-zag pada permukaan media padat yang telah
disiapkan.

4.  Cawan petri kemudian dilapisi plastik wrap dan diberi label yang mencan-
tumkan nama isolat serta tanggal inokulasi.

5. Inkubasi dilakukan dengan menempatkan cawan petri yang telah diinoku-
lasi dalam inkubator pada suhu yang sesuai untuk pertumbuhan bakteri ya-
itu 37°C selama 24 jam atau hingga koloni bakteri terlihat jelas (Ortez,
2005).

6.  Setelah koloni bakteri tumbuh, koloni diambil menggunakan jarum ose
steril.

7. Kaoloni tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 10 mL media
NB, satu tabung berisi satu isolat.

8.  Tabung reaksi ditutup kembali menggunakan kapas dan plastik wrap.

9.  Kultur kemudian diinkubasi menggunakan shaker selama 24 jam agar bak-

teri dapat tumbuh dengan optimal.

3.3.4 Ekstraksi Bakteri Simbion Spons

Proses ekstraksi bertujuan untuk memisahkan senyawa bioaktif dari biom-

assa bakteri yang telah dikultur dalam jumlah besar. Ekstraksi dilakukan meng-

gunakan pelarut metanol karena memiliki polaritas tinggi sehingga mampu me-

larutkan berbagai senyawa bioaktif. Metanol bersifat mudah menguap sehingga
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dapat dihilangkan tanpa meruka senyawa target. Berikut merupakan proses ek-

straksi bakteri simbion spons menurut Utami et al. (2016):

1. Bakteri simbion spons yang sebelumnya telah ditumbuhkan di tabung re-
aksi kemudian dipindahkan ke dalam botol jamu yang berisi media NB
500 mL untuk proses kultivasi lanjutan.

2. Selanjutnya, kultur dihomogenkan menggunakan shaker dengan kecepatan
170 rpm, selama 7 x 24 jam pada suhu ruang.

3. Hasil kultur dipanen menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 14.000
rpm selama 10 menit yang berfungsi untuk memisahkan supernatan dan
biomassa (Yati et al., 2018).

4.  Biomassa yang diperoleh dari hasil sentrifugasi kemudian dimaserasi de-
ngan pelarut metanol menggunakan perbandingan (1/2 : v/v) dan didiam-
kan selama 7x24 jam.

5. Lapisan atas (metanol) dituang ke dalam erlenmeyer menggunakan kertas
saring, sedangkan residu cairan media (lapisan bawah) dilanjutkan ke ma-
serasi selanjutnya.

6.  Fase metanol kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada

suhu 35°C dan diperoleh ekstrak kental yang digunakan untuk uji aktivitas.

3.3.5 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Bakteri Simbion

Uji aktivitas antibakteri ekstrak bakteri simbion dilakukan untuk menilai
kemampuan ekstrak dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen, yang di-
tunjukkan melalui terbentuknya zona hambat di sekitar area perlakuan. Uji akti-
vitas dilakukan dengan metode difusi kertas cakram (Trianto et al., 2019). Ek-
strak diuji dengan bakteri patogen V. parahaemolitycus, V. vulnificus, V.
harveyi, dan V. alginolyticus. Ekstrak diuji pada berbagai konsentrasi, dan isolat
unggul dipilih berdasarkan zona hambat dan konsistensi aktivitas antibakteri un-
tuk analisis lanjutan.

Preparasi uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk memastikan bahwa kul-
tur bakteri patogen dan ekstrak bakteri simbion spons berada dalam kondisi opti-
mal sebelum dilakukan pengujian. Tahapan ini meliputi persiapan kultur bakteri
patogen, pengenceran ekstrak bakteri simbion spons dengan berbagai tingkat
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konsentrasi, serta pembuatan kontrol positif dan kontrol negatif yang digunakan

sebagai pembanding dalam uji aktivitas antibakteri.

1.

Kultur bakteri patogen dilakukan 24 jam sebelum dilakukannya uji aktivi-
tas antibakteri. Bakteri uji (V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi,
V. alginolyticus) masing-masing diinokulasi ke dalam tabung 10mL yang
berisi media Zobell laut cair. Media yang telah berisi inokulum kemudian
dihomogenkan menggunakan vortex, selanjutnya diinkubasi pada suhu
35°C selama 24 jam hingga bakteri tumbuh optimal dan siap digunakan
dalam uji aktivitas antibakteri.

Pengenceran ekstrak bakteri simbion spons menggunakan konsentrasi
10.000, 5.000, 1.000, 100, dan 10 ppm. Pertama, disiapkan larutan induk
ekstrak bakteri simbion dengan konsentrasi tertinggi, yaitu 10.000 ppm se-
banyak 2 mL, dengan menggunakan metanol sebagai pelarut. Rumus yang
digunakan adalah:

Selanjutnya, dilakukan pengenceran bertingkat untuk mendapatkan kon-
sentrasi 5.000, 1.000, 100, dan 10 ppm masing-masing sebanyak 1 mL,
dengan menggunakan metanol sebagai pelarut. Rumus yang digunakan
dalam pengenceran ini adalah:

Buat kontrol positif menggunakan larutan aquades yang dicampur dengan
chloramphenicol dengan konsentrasi 1%, sedangkan kontrol negatif meng-

gunakan larutan metanol.

Uji aktivitas antibakteri dilakukan untuk mengetahui kemampuan ekstrak

bakteri simbion spons dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen uji. Pe-

ngujian ini dilakukan menggunakan kultur bakteri patogen yang telah dipersiap-

kan sebelumnya serta ekstrak yang telah diencerkan pada berbagai konsentrasi.

Berikut proses uji aktivitas antibakteri:

1.
2.

Media padat yang akan digunakan disiapkan.
Cawan bagian bawah ditulis terlebih dahulu dengan konsentrasi yang di-

gunakan secara melingkar.
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3. Letakkan kertas cakram di dalam cawan kosong, kemudian basahi kertas
cakram dengan larutan kontrol positif, kontrol negatif, dan ekstrak yang
telah diencerkan sesuai dengan konsentrasi.

4.  Ambil sebanyak 70 pL suspensi bakteri uji yang telah diinkubasi dan se-
barkan secara merata di permukaan media agar menggunakan spreader.

5.  Biarkan cawan petri diinokulasi selama beberapa menit agar bakteri mele-
kat dengan baik pada permukaan agar.

6.  Selanjutnya, letakkan kertas cakram yang telah dibasahi sesuai dengan
konsentrasi yang telah ditulis di bagian bawah cawan media.

7. Cawan petri diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 — 48 jam. Cawan petri
diletakkan dalam posisi terbalik untuk mencegah kondensasi yang dapat
mengganggu hasil pengujian.

8.  Setelah masa inkubasi selesai, cawan petri diamati dan ukur diameter zona
hambat di sekitar kertas cakram menggunakan jangka sorong. Diameter di-
ukur secara horizontal, vertikal, dan diagonal. Selanjutnya, dihitung de-

ngan rumus:

Dh+Dv+Dd
rata — rata = +3—V+ ........... (3)

Di mana:
Dy, = Diameter yang diukur secara horizontal
D, = Diameter yang diukur secara vertikal
D4= Diameter yang diukur secara diagonal
9.  Zona hambat terbentuk untuk setiap konsentrasi ekstrak dan bakteri uji di-
bandingkan kemudian ditentukan konsentrasi minimal ekstrak yang meng-

hasilkan zona hambat terbesar untuk penelitian lebih lanjut.
3.3.6 Fraksinisasi Ekstrak

Pada penelitian ini digunakan metode fraksinisasi dengan bantuan alat se-
paratory funnel untuk memisahkan dua fase cair yang tidak saling bercampur.
Proses ini menggunakan dua jenis pelarut, yaitu aquades (fase polar) dan etil

asetat (fase semi-polar), guna memisahkan senyawa berdasarkan perbedaan po-
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laritasnya. Menurut Mentari et al. (2019), metode prinsip kerja separatory funnel

adalah sebagai berikut:

1.

Ekstrak bakteri simbion spons dimasukkan ke dalam separatory funnel
atau corong pemisah.

Ekstrak dicampur dengan aquades untuk memisahkan fraksi berdasarkan
perbedaan kepolaran senyawa.

Setelah aquades, pelarut etil asetat ditambahkan untuk mengekstraksi se-
nyawa non-polar dari larutan ekstrak.

Corong ditutup dengan rapat dan digoyangkan secara perlahan untuk men-
campur dua fase cair. Setiap beberapa kali goyangan, tutup corong dibuka
untuk melepaskan tekanan gas yang mungkin terbentuk.

Corong dibiarkan dalam posisi diam hingga dua lapisan cairan (fase aqu-
ades dan fase etil asetat) terpisah dengan jelas. Lapisan yang lebih padat,
seperti air, biasanya berada di bawah, sementara lapisan yang lebih ringan,
seperti eter, berada di atas.

Lapisan dikeluarkan perlahan melalui keran corong dan ditampung dalam
erlenmeyer terpisah dan kemudian dipekatkan menggunakan rotary evapo-
rator.

Setelah selesai, corong dibersihkan dengan pelarut yang sesuai untuk me-

mastikan tidak ada kontaminasi pada proses berikutnya.

3.3.7 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Fraksi Terhadap Bakteri Vibrio

Hasil dari pemisahan menggunakan separatory funnel berupa dua fraksi,

yaitu fraksi etil asetat dan fraksi aquades, yang kemudian diuji kembali aktivitas

antibakterinya terhadap bakteri Vibrio untuk mengetahui fraksi yang paling ber-

potensi sebagai antibakteri. Metode yang digunakan sama seperti uji aktivitas

antibakteri ekstrak bakteri simbion dengan konsentrasi yang digunakan, yaitu

150 pg/disk, serta penambahan kontrol positif dan negatif. Pengenceran konsen-

trasi dilakukan menggunakan pelarut yang sesuai untuk masing-masing fraksi.
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3.3.8 Analisis Senyawa Ekstrak

Analisis senyawa ekstrak akteri simbion spons dilakukan menggunakan
metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Metode ini digunakan untuk memerik-
sa senyawa dalam campuran dengan cepat, menyaring apakah senyawa yang di-
cari ada, memantau perubahan senyawa selama reaksi dan mengidentifikasi se-
nyawa berdasarkan pola yang muncul. Metode KLT yang digunakan pada pene-
litian berdasarkan Pratiwi et al. (2023) yang disesuaikan dan dimodifikasi:

1.  Platsilika gel GF2s4 dipotong dengan ukuran 2 x 4 cm.

2.  Ekstrak etil asetat bakteri simbion spons terpilih ditotolkan pada jarak + 1
cm dari tepi bawah plat menggunakan pipa kapiler. Titik dikeringkan sebe-
lum pengembangan.

3. Plat KLT dimasukkan ke dalam chamber yang sudah berisi fase gerak,
yaitu pelarut etil asetat dan n-Heksana menggunakan perbandingan 1:1,
1:2, dan 2:1. Chamber ditutup dan dibiarkan eluen naik hingga mendekati
batas atas plat.

4.  Setelah eluen naik hingga batas plat KLT, plat tersebut diangkat dan di-
keringkan, kemudian bercak atau noda yang terbentuk pada silika gel di-
amati di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm dan 366 nm.

5. Pola bercak yang muncul kemudian dihitung nilai Rf-nya.

6.  Plat KLT disemprot dengan reagen yang mengandung 1 gram vanilin, 2 ml
asam sulfat, dan 100 ml etanol 95%, lalu dipanaskan pada suhu 110°C se-

lama 5 menit untuk mengamati perubahan warna yang dihasilkan.

Perhitungan Nilai Rf

Nilai Rf (Retention factor) dihitung untuk menentukan jarak relatif pergerakan
senyawa pada plat KLT terhadap jarak yang ditempuh oleh pelarut (fase gerak).
Rumus yang digunakan adalah sebagai berikut:

Rf = Jarak yang ditempuh senyawa........... (4)

Jarak yang ditempuh pelarut

Jarak senyawa diukur dari titik awal penotolan hingga pusat bercak senya-
wa, sedangkan jarak pelarut diukur dari titik awal penotolan hingga batas akhir

pergerakan pelarut pada plat. Nilai Rf tidak memiliki satuan karena merupakan
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hasil perbandingan antara dua jarak yang memiliki satuan sama (cm). Nilai Rf
diperoleh dalam rentang 0 — 1, di mana semakin kecil nilai Rf menunjukkan bah-
wa senyawa tersebut bersifat lebih polar dan memiliki interaksi yang kuat de-
ngan fase diam (silika gel). Sebaliknya, semakin besar nilai Rf mengindikasikan
bahwa senyawa bersifat lebih nonpolar sehingga lebih mudah terbawa oleh fase

gerak.
3.3.9 Identifikasi Molekuler Bakteri Simbion Spons

Identifikasi molekuler dilakukan untuk menentukan spesies bakteri simbi-
on spons secara tepat dengan memanfaatkan perbandingan sekuens DNA terha-
dap database genetik yang tersedia. Metode identifikasi molekuler yang diguna-
kan dalam penelitian ini diambil dari Bibi et al. (2020) dan dimodifikasi sesuai
dengan kondisi dan kebutuhan penelitian.

1.  Data forward dan reverse masing-masing isolat bakteri simbion spons,
yang diperoleh dari hasil amplifikasi gen target melalui PCR, dianalisis
menggunakan BioEdit untuk disusun menjadi consensus sequence, yaitu
sekuens tunggal yang merepresentasikan hasil gabungan dari kedua pem-
bacaan.

2. Consensus sequence yang telah diperoleh dianalisis menggunakan Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) pada situs NCBI, untuk memban-
dingkan sekuens isolat dengan database genetik global dan menentukan
identitas spesies atau kerabat dekat bakteri simbion spons.

3. Berdasarkan hasil BLAST, identitas bakteri simbion ditentukan dengan
mengacu pada persentase kesamaan sekuens tertinggi dengan spesies refe-
rensi. Informasi ini digunakan untuk mengidentifikasi spesies atau kerabat

dekat dari bakteri simbion yang diteliti.
3.4 Pengolahan Data dan Analisis Data

Data yang diperoleh dari berbagai metode penelitian, diolah untuk menyi-
apkan informasi yang siap dianalisis lebih lanjut. Hasil ekstraksi berupa volume
atau massa ekstrak bakteri simbion spons dicatat sebagai data dasar untuk me-

lanjutkan ke tahap pemisahan fraksi dan uji aktivitas antibakteri. Pada uji anti-
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bakteri, data yang dikumpulkan meliputi ukuran zona hambat yang terbentuk,

kemudian dianalisis menggunakan statistik deskriptif seperti rata-rata dan stan-
dar deviasi untuk menilai potensi antibakteri. Data dari pemisahan dengan KLT
terdiri dari pola bercak senyawa pada plat, yang dievaluasi berdasarkan nilai Rf

dan dibandingkan dengan standar untuk mengidentifikasi senyawa aktif.



5.1

5.2

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil yang telah dipaparkan, dapat disimpulkan bahwa:
Ekstrak bakteri simbion spons menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap
V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi, dan V. alginolyticus. Isolat
SB-16, SB-22, dan SB-47 merupakan isolat yang menunjukkan aktivitas
antibakteri paling tinggi.

Hasil fraksinasi menunjukkan fraksi etil asetat memiliki aktivitas anti-
bakteri lebih tinggi dibanding fraksi air terhadap V. parahaemolyticus,V.
vulnificus, V. harveyi, dan V. alginolyticus.

Karakterisasi senyawa pada isolat SB-47 menunjukkan golongan
terpenoid. Hasil identifikasi molekuler isolat SB-16, SB-22, dan SB-47
memiliki kemiripan dengan bakteri dari genus Vibrio yang menghasilkan

aktivitas antibakteri terhadap bakteri Vibrio patogen.
Saran

Disarankan untuk memperdalam analisis senyawa bioaktif dengan

menggunakan metode Kromatografi Kinerja Tinggi (KKT) dan High Perfor-

mance Liquid Chromatography (HPLC) agar dapat memurnikan serta meng-

karakterisasi senyawa aktif secara lebih detail dan akurat. Dengan pemurnian

yang lebih baik, identifikasi komponen penyusun senyawa bioaktif dapat dila-

kukan secara lebih spesifik sehingga mendukung pengembangan senyawa ter-

sebut sebagai antibakteri potensial.
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