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Abstrak. Hasil perikanan penting bagi perekonomian masyarakat pesisir selatan Pulau Jawa.
Indikator utama dalam budidaya ikan adalah kesehatan. Semakin berkembang usaha
perikanan akan meningkatkan resiko kematian ikan karena bakteri. Salah satu bakteri
penginfeksi ikan adalah Pseudomonas fluorescens yang menyebabkan Pseudomoniasis. Rumput
laut G. verrucosa merupakan hasil tambak yang memiliki senyawa bioaktif dan perlu dilakukan
uji antibakteri. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri dan
konsentrasi optimal ekstrak rumput laut G. verrucosa dalam menghambat pertumbuhan bakteri
P. fluorescens. Tahapan penelitian meliputi ekstraksi, rekultur bakteri, pengenceran ekstrak, dan
uji aktivitas antibakteri dengan metode difusi sumuran. Uji aktivitas antibakteri menggunakan
konsentrasi ekstrak 100 mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, dan 250 mg/mL. Konsentrasi
ekstrak tersebut menghasilkan diameter zona hambat berturut-turut sebesar 4,02 + 1,26 mmy;
4,18 £ 2,57 mm; 5,6 * 3,59 mm; 9,97 * 5,84 mm. Data dianalisis secara deskriptif dan statistika
menggunakan SPSS 26 untuk memeriksa perbedaan nyata antara diameter zona hambat yang
dihasilkan. Berdasarkan hasil analisis dapat disimpulkan bahwa keempat konsentrasi ekstrak
memiliki aktivitas antibakteri, konsentrasi ekstrak 250 mg/mL merupakan konsentrasi
optimum. Penelitian ini membuktikan kemampuan rumput laut G. verrucosa dalam
menghambat pertumbuhan bakteri patogen P. fluorescens, yang diharapkan dapat menjadi
dasar pengembangan produk antibakteri alami dalam bidang perikanan.

Kata kunci: Pseudomonas fluorescens; ekstrak Gracilaria verrucosa; senyawa antibakteri; aktivitas
antibakteri; daya hambat; budidaya perairan.

Abstract. The fisheries sector is essential to the economy of the coastal communities in South Java
Island. The primary indicator in fish farming is the health of the fish. As the fisheries business develops,
the risk of fish mortality due to bacterial infections increases. One of the infecting bacteria is
Pseudomonas fluorescens, which causes Pseudomoniasis. G. verrucosa seaweed is a product of fish ponds
that contains bioactive compounds, and it is necessary to conduct antibacterial tests. The aim of this
research is to determine the antibacterial activity and the optimal concentration of G. verrucosa seaweed
extract in inhibiting the growth of P. fluorescens bacteria. The research stages include extraction,
bacterial re-culturing, extract dilution, and antibacterial activity testing using the well diffusion method.
Antibacterial activity was tested at extract concentrations of 100 mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, and
250 mg/mL, resulting in inhibition zone diameters of 4.02 + 1.26 mm, 4.18 + 2.57 mm, 5.6 = 3.59 mm,
and 9.97 + 5.84 mm, respectively. Data were analyzed descriptively and statistically using SPSS 26 to
examine significant differences between the produced inhibition zone diameters. Based on the analysis
results, it can be concluded that all four extract concentrations have antibacterial activity, and the
optimum concentration is 250 mg/mL. This research demonstrates the ability of G. verrucosa seaweed to
inhibit the growth of the pathogenic bacterium P. fluorescens, which is expected to serve as a basis for the
development of natural antibacterial products in the field of fisheries.

Keywords: Pseudomonas fluorescens; Gracilaria verrucosa extract; antibacterial compounds;
antibacterial activity; inhibition; aquaculture.

PENDAHULUAN

Hasil laut merupakan salah satu penopang ekonomi bagi masyarakat di wilayah pesisir,
khususnya yang berada di pesisir selatan Pulau Jawa. Dusun Tanjung Sari di Desa Kupang adalah
salah satu daerah yang sebagian besar penduduknya mengandalkan sektor perikanan sebagai sumber
penghidupan. Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) Kabupaten Sidoarjo pada tahun 2020, total
produksi ikan di Sidoarjo meliputi 34.120.500 ton ikan bandeng, 3.643.100 ton udang, 13.415.200 ton
ikan nila, dan 10.100.700 ton rumput laut (BPS, 2020). Data menunjukkan bahwa rumput laut,
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bersama dengan hasil laut, merupakan salah satu aset utama pembudidaya tambak di wilayah
Sidoarjo. Rumput Laut yang tumbuh di tambak Dusun Tanjung Sari merupakan jenis alga merah
yang umumnya ditemukan di daerah tropis yaitu Gracilaria verrucosa (KKP, 2018).

Kesehatan ikan merupakan salah satu faktor penting yang digunakan sebagai indikator untuk
mengevaluasi kualitas dan keberhasilan budidaya ikan. Oleh karena itu, keadaan ikan yang buruk
atau sakit menjadi masalah serius yang harus segera ditangani oleh para pembudidaya kolam
(Wiyanto, 2010). Seiring dengan perkembangan industri akuakultur, terjadi peningkatan penyakit
yang disebabkan oleh berbagai komunitas mikroba, termasuk patogen, yang dapat menyebabkan
kematian pada ikan (Sinurat et al., 2019). Salah satu bakteri penyebab infeksi pada ikan air tawar
adalah Pseudomonas fluorescens, yang sering ditemukan pada berbagai jenis ikan tawar dan memiliki
tingkat kematian hingga 90% (Hardi, 2018). Pseudomoniasis adalah penyakit yang disebabkan oleh P.
fluorescens pada ikan air tawar, yang ditandai dengan gejala seperti pembengkakan pada rongga
mulut, ruam merah pada kulit, pembengkakan dan perubahan bentuk yang abnormal pada mata,
perubahan warna tubuh menjadi gelap, perdarahan internal dan pada permukaan tubuh, serta
pengelupasan sisik (Shabana et al., 2022).

Lingkungan yang bersih serta pemberian pakan yang mengandung gizi lengkap bagi
ikan diperlukan untuk mencegah infeksi bakteri patogen yang dapat menyebabkan kerugian
bagi petani tambak. Sampai saat ini, antibiotik kimia sering digunakan dalam melawan infeksi
bakteri, tetapi penggunaan dalam dosis yang berlebihan menyebabkan resistensi bakteri
(Ventola, 2015). Salah satu bahan alternatif yang terkenal sebagai sumber berbagai senyawa aktif
antibakteri adalah rumput laut. Rumput laut mengandung senyawa antibakteri, antikoagulan,
antibiotik, serta berbagai nutrisi lengkap seperti air, protein, karbohidrat, lemak, serat kasar,
enzim, asam nukleat, asam amino, serta vitamin A, B, C, D, E, dan K (Sari dan Kurniawan, 2021).
Senyawa antibakteri yang terdapat dalam rumput laut Gracilaria sp. diantaranya adalah
flavonoid, saponin, dan terpenoid (Bhernama, 2020). Mekanisme yang umumnya dimiliki oleh
senyawa antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri adalah menghancurkan sel dari
bakteri (Wei et al., 2016).

Dalam penelitian ini rumput laut G. verrucosa digunakan karena merupakan salah satu
spesies dari genus Gracilaria yang diketahui secara luas mengandung banyak senyawa
antibakteri seperti alkaloid, flavonoid, steroid, dan saponin (Purwaningsih dan Deskawati, 2020).
Rumput laut ini memiliki kandungan flavonoid yang paling banyak dari jenis Gracilaria lainnya,
yaitu mencapai 45,29 mg/¢g (Julyasih et al., 2009). Senyawa flavonoid dapat meningkatkan sistem
kekebalan tubuh dengan merangsang sel fagosit yang berperan dalam respons imun seluler.
Gugus hidroksil dalam senyawa flavonoid berinteraksi dengan protein pada membran sel
bakteri melalui ikatan hidrogen, yang mengakibatkan protein tersebut kehilangan fungsinya
(Sulistiani dan Rahayuningsih, 2015).

Beberapa penelitian sebelumnya telah melaporkan hasil-hasil terkait rumput laut. Sebagai
contoh, penelitian yang dilakukan oleh Wiyanto (2010) menunjukkan bahwa ekstrak rumput laut
Kappaphycus alvarezii dan Eucheuma denticullatum yang diekstraksi menggunakan metanol dan etanol
memiliki sifat antibakteri terhadap Aeromonas hydrophila dan Vibrio harveyii. Penelitian Adam et al.
(2013) menyatakan bahwa ekstrak G. verrucosa yang dilarutkan dengan fenol menunjukkan efek
penghambatan terhadap bakteri Aeromonas salmonicida. Pada dosis ekstrak sebesar 1,5 ppt (part per
thousand), rerata diameter zona hambat yang paling tinggi mencapai 15 mm. Selanjutnya, penelitian
yang dilakukan oleh Fatmawati et al. (2022) menyatakan bahwa ekstrak G. verrucosa yang
diekstrak menggunakan pelarut metanol selama 9 hari menghasilkan aktivitas antibakteri
dengan kategori sedang terhadap bakteri Pseudomonas aeuginosa dan Micrococcus luteus, dengan
zona hambat sebesar 9 mm.

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk menguji aktivitas antibakteri ekstrak rumput
laut G. verrucosa dan konsentrasi ekstrak rumput laut G. verrucosa yang menunjukkan aktivitas
antibakteri paling optimum terhadap bakteri P. fluorescens, patogen pada ikan. Penelitian ini
diharapkan dapat memberikan informasi mengenai sumber antibakteri alami sehingga dapat
dilakukan penelitian lebih lanjut terkait pencegahan dan pengobatan penyakit pada ikan.

BAHAN DAN METODE

Pengujian ini merupakan sebuah penelitian eksperimental yang termasuk dalam kategori
penelitian kuantitatif. Pelaksanaan penelitian dilakukan di dua laboratorium yang berbeda, yaitu
Laboratorium Biologi Dasar dan Laboratorium Mikrobiologi di FMIPA, Universitas Negeri Surabaya.
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Proses rekultur bakteri P. fluorescens dan pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi, sementara proses maserasi dan pembuatan ekstrak dilakukan di Laboratorium Biologi
Dasar. Untuk mengambil sampel rumput lautG. verrucosa, lokasi penelitian berada di Kawasan Dusun
Tanjungsari, Desa Tlocor, Kecamatan Jabon, Porong, Kabupaten Sidoarjo.

Bahan yang digunakan yakni suspensi bakteri P. fluorescens FNCC 0070 IFO 13922, rumput
laut G. verrucosa, akuades steril, antibiotik kloramfenikol 0,1%, media Nutrient Agar (NA) (Merck Lot
number: VM1011250), kertas saring lembaran, blue tip Eppendorf, NaCL 0,9%, alkohol 70%, dan
metanol 96%, kapas steril, alumunium foil. Alat yang digunakan meliputi rotary vaccum evaporator
(BUCHI V-850), Laminar Air Flow (LAF) (ESCO), spektrofotometri UV-VIS, autoklaf (Tomy ES-215),
cawan petri, blender, jarum ose, neraca analitik, erlenmeyer 250 mL dan 500 mL, inkubator (Imperial-
III Model 302), gelas beker, tabung reaksi, penggaris, vortex, gelas ukur, mikropipet 20 - 200 pL dan
100 - 1000 pL, blender, cork borrer ukuran 0,5 cm, saringan ukuran 60 mesh, inkubator, lampu spiritus,
oven, hot plate.

Sampel rumput laut G. verrucosa yang digunakan diperoleh dari daerah tambak di Kawasan
Dusun Tanjungsari, Desa Tlocor, Kecamatan Jabon, Porong, Kabupaten Sidoarjo. Rumput laut
dibersihkan dengan dicuci menggunakan air tawar hingga bersih dari residu seperti lumpur, lumut,
kerang-kerangan, dan bakteri simbion pada G. verrucosa yang masih menempel agar tidak
mengganggu kualitas ekstrak yang dihasilkan. Setelah dibersihkan rumput laut dikering-anginkan
untuk selanjutnya dikeringkan menggunakan oven. Pengeringan dua tahap dilakukan karena rumput
laut G. verrucosa memiliki kandungan air yang banyak. Pengeringan dengan oven dilakukan pada
suhu 150° C selama 3 hari hingga rumput laut mengering dan berwarna coklat. Selanjutnya rumput
laut dihaluskan menggunakan blender dan diayak dengan saringan ukuran 60 mesh sehingga
diperoleh bubuk. Metode ekstraksi mengikuti Rudi dan Ramadhani (2022). Simplisia G. verrucosa
ditimbang sebanyak 600 gram, kemudian diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut
metanol 1.800 mL dengan perbandingan 1:3 (w/v). Menurut Padmawati et al. (2020) prosedur
ekstraksi dilakukan dengan merendam sampel dengan metanol selama 24 jam dalam keadaan gelap
dan diaduk 1 kali dalam 1 jam pertama. Hasil perendaman kemudian disaring menggunakan kertas
saring. Perendaman dilakukan 3 kali dengan perbandingan yang sama sampai filtrat mendekati
bening dan residunya dibuang.

Filtrat yang diperoleh dari proses maserasi dipekatkan dengan rotary vaccum evaporator
dengan tekanan 200 hingga 300 millibar dan pada suhu 40°C hingga tidak terjadi pengembunan
dengan tujuan menghilangkan pelarut yang masih terjebak dalam senyawa aktif. Hasil yang
diperoleh berupa ekstrak kental berwarna coklat. Warna coklat muncul karena terjadi oksidasi
pigmen warna pada ekstrak. Degradasi termal menyebabkan hilangnya warna pada antosianidin
sehingga terjadi pencoklatan (Hayati et al., 2012).

Setelah dilakukan evaporasi dalam proses ekstraksi, rendemen ekstrak dihitung dengan
menghitung perbandingan berat akhir (berat ekstrak yang dihasilkan) dengan berat awal (berat
biomassa sel yang digunakan) dikalikan 100% (Sani et al., 2014) sebagaimana tersaji pada rumus

berikut.
Bobot ekstrak yang didapatkan (gram)

%rendemen = x100% 1)

Bobot serbuk simplisia yang diekstraksi (gram)

Stok bakteri pada media NA miring dikeluarkan dari lemari pendingin untuk dilakukan
regenerasi bakteri selama 24 jam. Suspensi bakteri yang berumur 24 jam dilakukan perhitungan
dengan menggunakan metode spektrofotometri. Dengan mengambil beberapa ose bakteri yang telah
dilarutkan dalam 3 mL NaCl 0,9% selanjutnya dilakukan proses komputasi untuk menghitung
bakteri. Larutan kemudian disatukan dengan vorteks, diukur nilai absorbansinya menggunakan
spektrofotometer bergelombang 625 nm, memberikan nilai absorbansi antara 0,08 dan 1,0. Ini
sebanding dengan konsentrasi 1,5 x 108 CFU/mL bakteri sesuai dengan standar 0,5 Mc Farland
(Rosmania dan Yanti, 2020). Bakteri kemudian ditanamkan dan diuji aktivitas antibakterinya.
Sebanyak 60 pL suspensi bakteri yang telah dihitung sebelumnya ditempatkan dalam cawan petri,
kemudian ditambahkan 20 mL media agar nutrisi. Cawan petri yang berisi campuran media NA dan
bakteri kemudian dipindahkan untuk menghomogenkan campuran tersebut dan membentuk angka
8. Setelah itu ditunggu hingga mengeras dan melakukan tes antibakteri.

Ekstrak G. Verrucosa terdiri dari 250 mg/mL, 200 mg/mL, 150 mg/mL, dan 100 mg/mL.
Setiap konsentrasi disiapkan dalam volume 10 mL menggunakan air suling steril. Uji aktivitas
antibakteri dilakukan dengan metode difusi sumuran agar. Sumur dibuat dengan melubangi media
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NA yang mengandung kultur bakteri yang dipadatkan. Media NA dilubangi dengan cork borrer 0,5
cm dan setiap lubang diisi ekstrak yang telah diencerkan sebelumnya, kelompok kontrol negatif
dengan air suling steril dan kelompok kontrol positif dengan 100 pL kloramfenikol 0,1%. Setelah itu,
sampel diinkubasi pada suhu 34°C selama periode 24 jam. Untuk mengukur zona supresi bakteri,
dilakukan pengukuran diameter zona hambat menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 0,01
mm. Kemudian, hasil pengukuran tersebut dihitung menggunakan rumus yang telah ditentukan

sebagai berikut.
(Dv—Dc)+(Dh—-Dc)

Diameter Zona hambat = > 2
Keterangan:

Dv: diameter vertical

Dh: diameter horizontal

Dc: diameter sumuran

Hasil pengukuran yang diperoleh dalam penelitian ini melibatkan pengamatan terhadap
diameter zona hambat yang terbentuk di sekitar koloni bakteri setelah periode inkubasi tertentu.
Untuk mendapatkan nilai zona hambat, diameter koloni dikurangi dengan diameter zona hambat
yang terbentuk. Data yang terkumpul kemudian dianalisis menggunakan pendekatan deskriptif
kuantitatif. Dalam analisis ini, fokus diberikan pada aktivitas antibakteri ekstrak rumput laut G.
verrucosa terhadap pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Untuk menganalisis data secara statistik,
metode One Way ANOVA digunakan dengan menggunakan perangkat lunak Statistical Product Service
Solution (SPSS 26). Apabila data berdistribusi normal, uji lanjutan dengan metode Duncan dilakukan
untuk mengevaluasi perbedaan yang lebih detail.

HASIL
Berdasarkan proses ekstraksi yang dilakukan, dari 600 gram serbuk simplisia G. verrucosa

dihasilkan rendemen simplisia sebagai berikut:
Bobot ekstrak yang didapat (gram)

Rendemen simplisia rumput laut = x 100%

Bobot serbuk simplisia yang diekstraksi (gram)

46 gram
=97 x100%
600 gram

=7,6%

Berdasarkan uji potensi aktivitas antibakteri ekstrak rumput laut G. verrucosa diperoleh data
bahwa ekstrak tersebut memiliki potensi dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens.
Hasil yang diperoleh berupa adanya hambatan pertumbuhan yang ditandai dengan terbentuknya
zona hambat pada semua konsentrasi ekstrak G. verrucosa yang diujikan. Zona hambat terbentuk
dengan ditandai adanya clear zone (zona hambat) yang terdapat di sekitar sumuran. Nilai rata-rata
diameter zona hambat yang terbentuk ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Rata-rata diameter zona hambat

No. Perlakuan Rata-rata Diameter Zona Hambat (mm)
1.  Kontrol negatif (akuades steril) 0£0,002
2. Kontrol positif (kloramfenikol 0,1%) 17,7842,07d
3. Konsentrasi 100 mg/mL 4,0211,26?11b
4. Konsentrasi 150 mg/mL 4,18+2,57ab
5. Konsentrasi 200 mg/mL 5,613,59bc
6. Konsentrasi 250 mg/mL 9,97+5,84¢

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan hasil berbeda nyata yang diperoleh berdasarkan uji
Duncan dengan taraf signifikasi 5%.

Nilai rata-rata dianalisis menggunakan Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov untuk melihat
distribusi data hasil yang diperoleh, apabila data berdistribusi normal dapat dilanjutkan dengan uji
Analysis of Varian (ANOVA). Melalui uji yang telah dilakukan, diperoleh hasil data tidak berdistribusi
normal sehingga perlu dilakukan transformasi data hingga data berdistribusi normal. Selanjutnya
dilakukan uji Duncan untuk melihat ada atau tidaknya beda nyata di setiap perlakuan dan kontrol.

Rata-rata diameter dianalisis menggunakan ANOVA dengan taraf signifikan (a) 0,05.
Diperoleh hasil nilai F hitung > F tabel (15,52 > 2,77) sehingga dapat diketahui bahwa data yang
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diperoleh memiliki pengaruh, hasil tersebut dapat dilanjutkan uji Duncan untuk mengetahui beda
nyata pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Hasil uji Duncan yang ditunjukkan pada Tabel 1
menunjukkan bahwa perlakuan kontrol positif berbeda nyata terhadap semua perlakuan. Perlakuan
dengan konsentrasi ekstrak 250 mg/mL memiliki beda nyata dengan konsentrasi 100 mg/mL dan 150
mg/mL tetapi tidak berbeda nyata dengan konsentrasi 200 mg/mL. Sedangkan perlakuan dengan
konsentrasi 100 mg/mL tidak menunjukkan perbedaan nyata dengan konsentrasi 150 mg/mL dan
200 mg/mL (Gambar 1).

Gambar 1. Uji antibakteri perlakuan Al-4: kontrol negatif ulangan 1-4; B1-4: kontrol positif ulangan 1-4; C1-4: 100
mg/mL ulangan 1-4; D1-4: 150 mg/mL ulangan 1-4; E1-4: 200 mg/mL ulangan 1-4; dan F1-4: 250 mg/mL.

Pada Gambar 1, daerah yang terbentuk zona hambat berupa zona hambat ditandai dengan
lingkaran berwarna hitam. Akuades steril sebagai kontrol negatif tidak dapat menghambat
pertumbuhan P. fluorescens. Kontrol positif (kloramfenikol 0,1%) mampu menghambat pertumbuhan
bakteri P. fluorescens, hambatan yang terbentuk memiliki rata-rata sebesar 17,78 = 2,07 mm. Pada
perlakuan menggunakan ekstrak G. wverrucosa diperoleh hasil rata-rata diameter hambatan
pertumbuhan bakteri terkecil pada konsentrasi 100 mg/mL, yaitu sebesar 4,02 + 1,26 mm dan
hambatan pertumbuhan bakteri terbesar pada konsentrasi 250 mg/mL, yaitu sebesar 9,97 + 5,84 mm.
Konsentrasi 250 mg/mL merupakan konsentrasi optimal pada ekstrak G. wverrucosa untuk
menghambat pertumbuhan P. fluorescens.

Pengaruh konsentrasi ekstrak G. verrucosa terhadap pertumbuhan P. fluorescens mengalami
peningkatan seiring dengan banyaknya konsentrasi ekstrak yang digunakan. Hal tersebut
menunjukkan bahwa konsentrasi yang digunakan berbanding lurus dengan daya hambat yang
dihasilkan. Semakin banyak konsentrasi yang ditambahkan, daya hambat ekstrak terhadap
pertumbuhan bakteri juga semakin besar. Hal tersebut ditunjukkan oleh grafik pada Gambar 2, yang
menunjukkan adanya peningkatan daya zona hambat yang ditandai dengan peningkatan besar
diameter clear zone pada konsentrasi G. verrucosa yang semakin besar.

—~ 20
:
= 15 17,79
«
E
':“ 10
g
5
g
: : a02]  Jaas]
2 0
E Kontrol  Kontrol positif 100 mg/mL 150 mg/mL 200 mg/mL 250 mg/mL
Aa negatif
Perlakuan
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Gambar 2. Perbandingn diameter zona hambat ekstrak G. verrucose pada berbagai konsentrasi.

PEMBAHASAN

Rumput laut G. verrucosa yang digunakan pada penelitian ini merupakan salah satu dari jenis
rumput laut merah. Dalam rumput laut merah terkandung senyawa metabolit sekunder dengan sifat
kepolaran yang berbeda beda yaitu polar, semipolar, dan nonpolar (Hidayah et al., 2016). Untuk
menarik senyawa metabolit sekunder yang dimiliki oleh G. verrucosa dilakukan tahap ekstraksi.
Dalam penelitian yang dilakukan, 600 gram bubuk simplisia yang dilarutkan dalam 1800 mL pelarut
polar metanol. Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi atau metode perendaman selama 1x24
jam dengan tiga kali pengulangan. Setelah itu, hasil maserasi dievaporasi hingga mendapatkan
ekstrak kental sebanyak 46 gram. Dari 600 gram serbuk simplisia rumput laut G. verrucosa,
didapatkan ekstrak sebanyak 46 gram sehingga diperoleh diperoleh rendemen ekstrak sebesar 7,6%.
Hasil rendemen dari suatu sampel sangat diperlukan untuk mengetahui banyaknya ekstrak yang
diperoleh selama proses ekstraksi. Terdapat hubungan antara rendemen dengan senyawa aktif dari
suatu sampel sehingga apabila jumlah rendemen semakin banyak maka jumlah senyawa aktif yang
terkandung dalam sampel juga semakin banyak (Hasnaeni et al., 2019). Standarisasi rendemen suatu
simplisia dan ekstrak juga dilakukan untuk menjaga stabilitas dan keamanan, serta mempertahankan
konsistensi kandungan senyawa aktif yang terkandung pada bahan baku yang digunakan.

Metode maserasi merupakan proses ekstraksi sampel yang menggunakan pelarut non polar
dan polar dengan perendaman dan pengadukan berulang pada suhu kamar (Septiana dan Asnani,
2012). Kelebihan dari metode maserasi adalah prosedur dan peralatannya yang sederhana, serta tidak
adanya penguraian pada sampel bahan alam yang digunakan karena metode ini tidak menggunakan
pemanasan (Susanty dan Bachmid, 2016). Proses perendaman yang dilakukan memungkinkan pelarut
untuk menembus dinding sel sehingga senyawa aktif dapat masuk dalam sel, zat aktif dalam sel akan
larut dalam pelarut (Khoiriyah et al, 2014). Kemudian proses pengadukan pada metode tersebut
bertujuan untuk memperbesar pengikatan dan pemecahan sel sehingga komponen bahan bioaktif
dapat larut dalam pelarut. Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah pelarut polar metanol
sesuai dengan penelitian Sinurat et al. (2019). Metanol dapat melarutkan hampir semua senyawa
organik pada sampel baik senyawa polar maupun non polar (Jacoeb et al., 2013). Tahap berikutnya
merupakan tahap pemisahan. Tahap pemisahan terdiri dari penyaringan yang dilakukan untuk
memisahkan sampel G. verrucosa dari pelarut yang telah mengandung senyawa aktif, kemudian
dilanjutkan dengan evaporasi dengan suhu yang tidak terlalu tinggi.

Selanjutnya dilakukan proses evaporasi yang bertujuan untuk menambah kepekatan larutan
yang terdiri dari zat terlarut yang tidak mudah menguap dengan pelarut yang mudah menguap
(Praptiningsih, 1999). Evaporasi dilaksanakan dengan menguapkan sebagian dari pelarut sehingga
didapatkan larutan cair pekat yang konsentrasinya lebih tinggi dengan mengikuti Sinurat et al., (2019).

Berdasarkan pengujian aktivitas antibakteri ekstrak G. verrucosa diperoleh hasil keempat
konsentrasi ekstrak yaitu 100 mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, dan 250 mg/mL memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Hal ini ditandai dengan adanya
zona hambat di sekitar sumuran. Hasil yang diperoleh menunjukkan perbedaan potensi hambatan
pada masing-masing konsentrasi ekstrak rumput laut G. verrucosa sesuai dengan hambatan
pertumbuhan yang terbentuk (Tabel 1). Zona hambat terkecil terbentuk pada konsentrasi 100 mg/mL,
yaitu sebesar 4,02+ 1,26 mm dan zona hambat terbesar terbentuk pada konsentrasi 250 mg/mL, yaitu
sebesar 9,97t 5,84 mm. Nazri et al. (2011) mengkategorikan diameter zona hambat kategori lemah
memiliki diameter <5 mm, kategori sedang memiliki diameter zona hambat 6 - 10 mm, kategori kuat
memiliki diameter zona hambat 11 - 20 mm, dan kategori sangat kuat memiliki diameter > 20 mm.
Zona hambat terbesar yang dihasilkan memiliki kekuatan daya hambat yang sedang terhadap bakteri
P. fluoerescens. Hasil penelitian yang diperoleh juga menunjukkan bahwa konsentrasi 250 mg/mL
sebagai konsentrasi terbesar merupakan konsentrasi yang optimal dalam menghambat pertumbuhan
bakteri P. fluorescens.

Berdasarkan data yang diperoleh, semakin tinggi konsentrasi yang digunakan maka semakin
besar daya hambat yang dihasilkan. Hal ini diperkuat oleh hasil penelitian Rahayu et al. (2023) yang
menyatakan semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang digunakan, maka semakin besar potensi ekstrak
dalam menghambat pertumbuhan bakteri, begitu pula sebaliknya, bila semakin rendah konsentrasi
ekstrak yang digunakan, maka semakin rendah potensi ekstrak dalam menghambat pertumbuhan
bakteri. Hal ini disebabkan peningkatan konsentrasi akan diikuti dengan peningkatan konsentrasi
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senyawa bioaktif efek antibakterinya semakin tinggi (Simanungkalit et al., 2020). Kandungan senyawa
bioaktif antibakteri yang terkandung dalam G. verrucosa diantaranya adalah alkaloid, flavonoid,
saponin, dan steroid (Purwaningsih dan Deskawati, 2020). Alkaloid berperan sebagai antibakteri
dengan memanfaatkan sifat reaktif gugus basa atom nitrogen yang dapat bereaksi dengan senyawa-
senyawa asam amino. Reaksi yang dihasilkan mengakibatkan terjadinya perubahan struktur dan
susunan asam amino menyebabkan terganggunya susunan peptidoglikan sel bakteri sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk sempurna dan menyebabkan kematian pada sel (Darsana et al., 2012).
Selain itu, alkaloid diketahui sebagai interkelator atau senyawa kimia yang menempati ruang antara
pasangan DNA dan menghambat enzim topoisomerase sel bakteri (Ningsih et al., 2016).

Mekanisme kerja flavonoid sebagai senyawa antibakteri terbagi menjadi 3 yaitu menghambat
proses sintesis asam nukleat, menghambat fungsi membran sel, serta menghambat metabolisme
energi pada sel bakteri (Rijayanti, 2014). Senyawa flavonoid yang terkandung dalam rumput laut G.
verrucosa bersifat lipofilik yang dapat merusak dinding sel dan membran sitoplasma bakteri,
menyebabkan sistem enzim bakteri menjadi tidak aktif (Hendra et al., 2011). Kerusakan dinding sel
memungkinkan nukleotida dan asam amino keluar sehingga mencegah bahan-bahan aktif masuk
dalam sel, keadaan tersebut menyebabkan kematian sel. Pada kerusakan membran sitoplasma, ion
hidrogen (H+) dari senyawa fenol dan flavonoid akan menyerang gugus fosfat yang merupakan
gugus polar sehingga molekul fosfolipida akan terurai menjadi gliserol, asam karboksilat, serta asam
sulfat. Penguraian ini mengakibatkan fosfolipida tidak mampu mempertahankan bentuk membran
sitoplasma sehingga membran tersebut akan bocor dan bakteri mengalami hambatan pertumbuhan
hingga kematian (Retnowati et al., 2011).

Gangguan pada pertumbuhan sel juga disebabkan oleh senyawa bioaktif antibakteri saponin
yang terkandung dalam ekstrak G. verrucosa. Berdasarkan penelitian Pangestuti et al. (2017), senyawa
dalam ekstrak rumput laut merah berperan sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus
menggunakan metode KLT-Bioautografi adalah senyawa saponin yang memiliki mekanisme kerja
dalam penghambatan pertumbuhan bakteri dengan menghambat sintesis bakteri dinding sel dan
menyebabkan kerusakan membran. Kerusakan membran yang terjadi dapat membuat berbagai
komponen penting dalam sel seperti protein dan asam nukleat keluar, serta dapat mengganggu
kelangsungan hidup bakteri (Apriliana et al., 2018). Saponin juga dapat menyebabkan lisis pada sel
yang mengakibatkan kematian sel dengan cara mengikat membran sitoplasma yang masuk melalui
membran luar dan dinding sel hingga membuat kestabilan membran sel pada bakteri menurun.

Ketiga senyawa bioaktif antibakteri yaitu alkaloid, flavonoid, dan saponin memiliki kesamaan
mekanisme kerja dalam menghambat pertumbuhan bakteri dengan menghambat sintesis protein.
Terhambatnya sintesis protein pada bakteri menyebabkan tingkat elastisistas membran sel menurun
dan mengganggu pembentukan dinding sel. Hal tersebut akan mengakibatkan nutrisi yang masuk
dalam sel menjadi sedikit. Menurut Sidauruk et al. (2021), senyawa alkaloid, flavonoid, dan saponin
yang dihasilkan dari rumput laut merah Sargassum plagyophyllum dapat mengganggu pertumbuhan
bakteri dengan menyebabkan kerusakan pada dinding sel bakteri bakteri Pseudomonas sp. selain itu
ketiga senyawa tersebut juga dapat menghambat proses sintesis protein. Pembentukan sintesis
protein yang terhambat akan mengganggu pembentukan membran dan tingkat elastisitas sel bakteri.
Apabila pembentukan komponen tersebut terhambat, maka materi dalam sel akan keluar dan
menyebabkan kematian sel.

Steroid memberikan efek antibakteri dengan merusak membran lipid hingga terjadi
kebocoran pada liposom. Selain itu, steroid juga berinteraksi dengan membran fosfolipid yang
memiliki sifat permeabel sehingga mengurangi integritas membran, menyebabkan lisis dan
kerapuhan sel. Steroid berperan penting dalam aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri P.
fluorescens karena di dalam rumput laut merah seperti G. verrucosa terdapat senyawa protein golongan
steroid dan diketahui memiliki aktivitas antibakteri (Januério ef al., 2021).

Dalam penelitian ini didapatkan hasil kekuatan daya hambat terbesar dari konsentrasi 250
mg/mL dengan kategori sedang. Pada penelitian ini rumput laut G. verrucosa dikeringkan
menggunakan suhu 150° C selama 3 hari. Hal tersebut diduga berpengaruh terhadap aktivitas
senyawa antibakteri pada rumput laut G. verrucosa. Suhu dan durasi pengeringan memiliki dampak
signifikan pada aktivitas antibakteri karena kondisi tersebut menyebabkan kerusakan pada bahan
aktif yang terdapat dalam suatu substansi. Bahan aktif tersebut diantaranya senyawa antibakteri yang
terkandung di dalam ekstrak G. verrucosa. Suhu yang digunakan telah melebihi batas titik rusak dari
senyawa aktif antibakteri yang terkandung di dalam ekstrak. Semakin tinggi suhu dan lama
pengeringan yang digunakan menyebabkan aktivitas antibakteri maupun antioksidan juga semakin
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menurun (Dharma et al., 2020). Kandungan bioaktif seperti flavonoid, tanin, dan fenol dapat
mengalami kerusakan pada suhu di atas 50°C karena dapat mengalami perubahan struktur yang
mengakibatkan ekstrak dengan kualitas rendah terbentuk (Yuliantari ef al., 2017). Menurut Wahyuni
et al. (2018) alkaloid tetap stabil hingga suhu 138°C, sementara saponin mampu bertahan pada suhu
70°C.

Pada penelitian ini bakteri yang digunakan adalah P. fluorescens yang merupakan bakteri
Gram negatif. Dinding sel pada bakteri Gram negatif memiliki peptidoglikan (PG) yang jumlahnya
lebih sedikit daripada bakteri Gram positif. Bakteri Gram negatif terdapat membran luar yang
tersusun dari lipoprotein dan fosfolipid, juga lipopolisakarida (LPS) (Rini dan Rochmah, 2020).
Membran tersebut berperan dalam menyaring zat antibakteri yang masuk dalam bakteri. Membran
luar sel bakteri Gram negatif memiliki ciri unik pada selaputnya, yaitu tidak dapat menerima molekul
hidrofobik dan hidrofilik. Selaput yang dimiliki oleh membran luar sel bakteri Gram negatif memiliki
saluran khusus bernama porin. Porin memiliki molekul protein yang terkandung di dalamnya
sehingga dapat membantu senyawa hidrofilik berdifusi dengan berat molekul yang rendah seperti
asam amino dan gula, maupun berat molekul yang tinggi seperti antibiotik sehingga zat aktif lebih
sulit untuk menembus membran (Murwani et al., 2002). Lipoprotein pada membran luar bakteri Gram
negatif memiliki fungsi sebagai stabilisator membran luar dan menjadi tempat penempelan pada
lapisan peptidoglikan, sedangkan lapisan lipopolisakarida merupakan antigen yang ada pada
permukaan sel. Saat sel mengalami lisis lapisan tersebut akan keluar dari sel (Jawetz et al., 2005).
Dalam penelitian yang telah dilakukan oleh Maftuch et al. (2016) diketahui bahwa ekstrak G. verrucosa
dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen ikan Gram negatif (Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Vibrio harveyi, dan Vibrio algynoliticus. Penelitian lain yang
dilakukan oleh Dayuti (2017), menyatakan bahwa ekstrak G. verrucosa mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Gram negatif lain seperti Escherichia coli dan Salmonella typhimurium.

Pada penelitian ini menggunakan akuades steril sebagai kontrol negatif dan kloramfenikol
0,1% sebagai kontrol positif. Perlakuan kontrol negatif tidak membentuk zona hambat, sedangkan
pada perlakuan kontrol positif terbentuk zona hambat. Kontrol positif digunakan untuk
membandingkan kemampuan antara ekstrak G. verrucosa dengan antibiotik dalam menghambat
pertumbuhan bakteri P. fluorescens. Kloramfenikol merupakan antibiotik yang memiliki spektrum luas
sehingga efektif menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif ataupun Gram negatif, juga bakteri
anaerob (Dian ef al, 2015). Berdasarkan hasil dalam penelitian ini, perlakuan kontrol positif
kloramfenikol membentuk zona hambat sebesar 17,78mm. Melalui hasil tersebut diketahui bahwa
diameter zona hambat dari kontrol positif lebih besar dibandingkan dengan konsentrasi ekstrak 250
mg/mL yang memiliki hasil paling optimal dari konsentrasi ekstrak lainnya, yaitu 9,97 mm.

Dapat diketahui bahwa konsentrasi ekstrak G. wverrucosa yang paling efektif dalam
menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens adalah ekstrak dengan konsentrasi 250 mg/mL
karena membentuk hambatan pertumbuhan paling besar. Hasil uji statistika pada (Tabel 1)
didapatkan konsentrasi 200 mg/mL dengan rata-rata diameter zona hambat 5,6 mm tidak memiliki
beda nyata dengan konsentrasi 250 mg/mL dengan rata-rata 9,97 mm. Namun konsentrasi 250
mg/mL dipilih menjadi konsentrasi ekstrak yang optimal memiliki memiliki aktivitas antibakteri
karena hasil rata-rata konsentrasi ekstrak 250 mg/mL memiliki kategori kuat daya hambat mendekati
kuat, sesuai dengan kategori Nazri et al. (2011). Daya hambat ekstrak G. verrucosa pada konsentrasi
tertinggi 250 mg/mL termasuk dalam kategori sedang dan berpotensi sebagai antibakteri yang
bersifat alami.

Berdasarkan hasil analisis yang didapatkan, potensi aktivitas antibakteri pada ekstrak rumput
laut G. verrucosa dapat dilakukan optimasi agar mendapat kekuatan daya hambat yang memiliki
kategori kuat. Optimasi yang dapat dilakukan adalah dengan memperhatikan suhu dan waktu
pengeringan saat proses ekstraksi. Menurut Getchew et al. (2022) suhu ekstraksi sebaiknya tidak jauh
berbeda dengan titik didih pelarut. Suhu pengeringan juga sebaiknya tidak melebihi 50° C untuk
menghindari kerusakan senyawa aktif flavonoid yang merupakan kandungan senyawa aktif terbesar
pada G. verrucosa, juga menghindari kerusakan senyawa aktif lainnya.

SIMPULAN

Simpulan penelitian ini diantaranya ekstrak rumput laut G. verrucosa memiliki aktivitas
antibakteri dan berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. fluorescens, serta
konsentrasi ekstrak rumput lautG. verrucosayang optimal dalam menghambat pertumbuhan bakteri P.
fluorescens adalah konsentrasi 250 mg/mL dengan zona hambat sebesar 9,97 + 5,84 mm.
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