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Abstrak

Latar belakang: Caulerpa lentilifera atau dikenal juga sebagai anggur laut merupakan jenis
rumput laut yang tersebar luas di Indonesia (nama lokal: Lato) namun, studi aktivitas antibakteri
bahan pangan tersebut masih kurang diteliti.

Tujuan penelitian: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh waktu ekstraksi (1, 2, 3
hari) dan rasio sampel terhadap pelarut (1: 5, 1:10, 1:15) terhadap aktivitas antibakteri ekstrak
C. lentilifera kering. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui total kandungan
fenolik dan korelasinya terhadap aktivitas antibakteri

Metode: Penelitian ini menggunakan metode agar-disk diffusion untuk mengetahui aktivitas
antibakteri secara in-vitro yang kemudian dilanjutkan dengan uji minimum inhibitory
concentration (MIC) dan uji minimum bactericidal concentration (MBC). Metode Folin-
Ciocalteu digunakan untuk mengetahui total kandungan fenolik.

Hasil: Uji antibakteri menunjukkan aktivitas tertinggi, baik melawan bakteri Gram negatif
maupun Gram positif (Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella thypimurium dan
Staphylococcus aureus) ketika sampel dimaserasi selama 72 jam dengan rasio sampel terhadap
pelarut 1:15. Nilai MIC berkisar 1,5 - 6 mg/mL dengan rasio MBC : MIC kurang dari 4 yang
merepresentasikan kemampuan C. lentilifera sebagai inhibitor kuat dan agen bakterisidal. Hasil
pengamatan juga menunjukkan adanya korelasi yang sangat kuat (koefisien korelasi = 0,594)
dan signifikan (Sig. = 0,001) antara kandungan total fenolik dengan aktivitas antibakteri.

Kesimpulan: Penelitian ini memberikan bukti bahwa Caulerpa lentilifera memiliki potensi
yang menjanjikan sebagai agen antibakteri alami melawan bakteri patogen penyebab penyakit
pada manusia dimana, salah satu komponen bioaktifnya adalah senyawa fenolik

Kata kunci : aktivitas antibakteri, Caulerpa lentilifera, total komponen fenolik
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Pendahuluan

Rumput laut atau makroalga yang dapat dimakan merupakan sumber hayati
terbarukan yang diklaim memiliki berbagai macam senyawa bioaktif seperti aktivitas
sitostatik, antivirus, antijamur dan antibakteri 1. Ekstrak sel tumbuhan dan komponen
aktif dari berbagai makroalga telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri secara in-vitro
terhadap bakteri Gram-negatif dan Gram-positif 2. Salah satu rumput laut yang populer
di kalangan peneliti saat ini adalah Caulerpa lentilifera atau dikenal juga sebagai round
seagrape atau kaviar hijau, yaitu rumput laut bernilai tinggi dan tersebar luas di Jepang
(umi-budo), Korea, Filipina (lato) serta Indonesia (Lato) 3. Sebagian besar informasi
yang tersedia dari rumput laut ini berkaitan dengan aktivitas antioksidan, hasil analisa
proksimat dan pertumbuhannya namun masih kurang diselidiki terkait aktivitas
antibakterinya.

Penelitian yang dilakukan di tahun 2014 melaporkan bahwa Caulerpa lentilifera
memiliki total senyawa fenol yang lebih tinggi (ekstrak GAE g-1 42,85 mg)
dibandingkan dengan semua spesies chlorophyta dan sebagian besar spesies phaeopyhta
dan rhodophyta kecuali Spatoglossum polycystum (45,16 mg GAE/g ekstrak) dan
Amansia multifida ( 45,40 mg GAE/g ekstrak) 4. Mengingat bahwa senyawa fenolik
berperan penting sebagai agen antibakteri pada rumput laut > maka Caulerpa lentilifera
berpotensi memiliki fungsi antibakteri untuk mendukung kesehatan manusia. Prospek
masa depan rumput laut ini dapat digunakan sebagai pangan fungsional yang dapat
membantu meningkatkan kesehatan dan mengurangi risiko penyakit yang disebabkan
oleh infeksi bakteri.

Langkah penting dalam isolasi senyawa bioaktif adalah ekstraksi. Ekstraksi
senyawa aktif tergantung pada waktu ekstraksi, rasio sampel terhadap pelarut dan jenis
pelarut 8. Jumlah senyawa bioaktif dari tanaman yang diekstrak akan meningkat dengan
bertambahnya lama waktu ekstraksi namun, waktu ekstraksi yang terlalu lama dapat
meningkatkan resiko degradasi akibat terjadinya oksidasi ‘. Selain itu, konsentrasi
gradien senyawa target antara permukaan partikel dan bagian dalamnya yang
dipengaruhi oleh rasio sampel terhadap pelarut serta karakteristik pelarut (kelarutan,
kompatibilitas dengan zat terlarut, stabilitas dan viskositas) merupakan faktor penting
untuk mendapatkan kualitas senyawa target yang optimal 8. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengetahui pengaruh waktu ekstraksi (1, 2, 3 hari) dan rasio sampel terhadap
pelarut (1: 5, 1:10, 1:15) terhadap aktivitas antibakteri ekstrak C. lentilifera kering
dengan metode difusi cakram, uji minimum inhibitory concentration (MIC) dan uji
minimum bactericidal concentration (MBC). Selain itu, penelitian ini juga bertujuan
untuk mengetahui total kandungan fenolik dan Kkorelasinya terhadap aktivitas
antibakteri.

Metode
A. Materi
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Caulerpa lentilifera (Gambar

1), kultur bakteri Gram-Positif: Staphylococcus aureus (FNCC 167); Bacillus cereus
(FNCC 0057), kultur bakteri Gram-negatif: Escherichia coli (FNCC 194); Salmonella
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typhimurium (FNCC 0050), Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), Muller Hinton
Agar (MHA), etil asetat, etanol 96% dan dimethylsulphoxide (DMSQ). Alat dan
instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah Vacuum Rotary Evaporator
(BUCHI, model R-200), mikropipet, spektrofotometer (UV-VIS 1240), shaker
(STUART-FRANCE, model SSL 1), cabinet dryer (Memmert), laminar air flow hood,
autoklaf, kertas saring Whatman no 1, cawan petri, kertas cakram steril (Whatman).

Gambar 1. Rumput Laut Caulerpa lentilifera

B. Penelitian Pendahuluan

Penelitian  pendahuluan dilakukan sebelum penelitian utama guna
membandingkan efektivitas proses ekstraksi yang ditunjukkan melalui diameter zona
hambat (mm). Pelarut (etil asetat, etanol), konsentrasi ekstrak (0,1, 0,5, 10 dan 100
mg/mL), kondisi sampel (kering, segar) dan metode analisis aktivitas antibakteri
(metode agar-disk diffusion dan agar-well difusion) yang terbaik akan diterapkan pada
penelitian utama.

1. Preparasi Sampel

Dalam pembuatan ekstrak kering, Caulerpa lentilifera dikeringkan pada suhu
40°C selama 24 jam dengan menggunakan cabinet dryer hingga beratnya konstan.
Rumput laut kering dan segar kemudian dihaluskan dan masing-masing sebanyak 25
gram dilarutkan dengan dua jenis pelarut yang berbeda (etanol 96%, etil asetat) dengan
perbandingan sampel terhadap pelarut sebesar 1:5 mg/mL. Setelah 24 jam ekstraksi
menggunakan shaker dengan kecepatan 120 rpm, campuran disaring menggunakan
kertas saring Whatman no 1. Selanjutnya, cairan dibuat dalam beberapa konsentrasi
yaitu 0,1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 10 mg/mL dan 100 mg/mL.

2. Metode Agar -Well Diffusion

Aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode Agar-well diffusion °. Ekstrak
kering dan ekstrak segar diuji melawan Staph. aureus. Media MHA yang telah
ditumbuhi Staph. aureus berumur 18 jam, kemudian dibuat tiga buah Ilubang
berdiameter 6 mm pada masing-masing cawan. Ekstrak yang telah disiapkan secara
terpisah ditempatkan di dalam lubang menggunakan pipet steril sebanyak 20 pL. Di
setiap cawan terdapat kontrol negatif (DMSO, 10 mL per lubang) dan kontrol positif
(amoksisilin 10 mL per lubang). Cawan petri kemudian diinkubasi selama 18 jam pada
suhu 37°C. Analisa dilakukan sebanyak 3x ulangan.
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3. Metode Agar-Disk Diffusion

Aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode Agar-disk diffusion °. Ekstrak
kering dan segar diuji melawan Staph. aureus. Dalam metode ini, media yang
digunakan adalah media MHA yang telah ditumbuhi Staph. aureus berumur 18 jam.
Kertas cakram steril berdiameter 6 mm yang berisi sampel (20 pL), amoxicillin (10 pL)
dan DMSO (10 pL) ditempatkan di setiap cawan. Cawan petri kemudian diinkubasi
selama 18 pada suhu 37°C. Analisa dilakukan sebanyak 3x ulangan

C. Penelitian Utama
1. Persiapan dan Ekstraksi Sampel

Caulerpa lentilifera diperoleh dari Balai Besar Perikanan Budidaya Air Payau
(BBPBAP), Jepara. Untuk membuat ekstrak kering, rumput laut dikeringkan di dalam
cabinet dryer pada suhu 40°C sampai berat konstan kemudian diblender untuk
memperkecil ukurannya. Sebanyak 25 g serbuk rumput laut kemudian diekstrak dengan
etil asetat dalam berbagai rasio sampel terhadap pelarut (1: 5, 1:10 dan 1:15 mg/mL)
serta berbagai lama waktu ekstraksi (1, 2, 3 hari) dalam botol gelap tertutup yang
diletakkan di atas shaker (120 rpm, 28°C). Ekstrak kemudian disaring dengan kertas
saring Whatman no. 1 kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C
kemudian dilarutkan kembali dengan etil asetat hingga menghasilkan konsentrasi 100
mg/mL ' Ekstrak yang dihasilkan disimpan dalam freezer pada suhu -20°C sampai
digunakan.

2. Preparasi Inokulum

Kultur stok Staph. aureus, E. coli, S. typhimurium dan B. cereus digunakan
untuk menguji aktivitas antibakteri ekstrak C. lentilifera. Setiap bakteri diinokulasi ke
dalam NA kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk pembuatan kultur
intermediet. Koloni tunggal dari setiap inokulum dipindahkan ke dalam NB segar
kemudian diinkubasi selama 18 jam menggunakan shaker dengan kecepatan 100 rpm.
Setelah itu, 1% kultur dipindahkan ke labu NB steril dan diinkubasi pada suhu 37°C
menggunakan inkubator hingga mencapai optical density (OD)eoo 0,1 atau sama dengan
0,05 Mcfarland Standard di mana merepresentasikan bahwa bakteri sudah berada pada
fase log awal. OD diukur dengan spektrofotometer. Pembuatan inokulum dilakukan di
laminar air flow hood dalam kondisi aseptik °.

3. Aktivitas Antibakteri Ekstrak Anggur Laut Menggunakan Metode Agar-
Disk Diffusion

Aktivitas antimikroba dari sampel uji dilakukan dengan metode Agar-disk
diffusion °. Dalam metode ini, MHA dan kertas cakram berdiameter 0,6 mm
ditempatkan secara aseptik. Kultur (100 pL) diseka pada agar. Kertas cakram steril
berisi 20 pL ekstrak kering ditempatkan pada posisi yang tepat di atas cawan. Semua
cawan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil zona hambat diukur
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dari tepi cakram kertas ke ujung zona hambat dengan skala milimeter dimana, besarnya
zona hambat merepresentasikan besarnya aktivitas antibakteri. Semua percobaan
dilakukan dalam 3x ulangan. Etil asetat steril (10uL) digunakan sebagai kontrol negatif
dan Amoksisilin (10pL) digunakan sebagai kontrol positif. Hasil terbaik dari analisis
Agar-disk diffusion akan digunakan untuk penentuan Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) dan Minimum Bactericidal Concentration (MBC).

4. Analisis MIC dan MBC

Pada analisis MIC, masing-masing kultur diinokulasi dalam NB kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam hingga mencapai 0,1 (ODeoo). Kemudian 10%
dari 0,1 (ODsoo) kultur dipindahkan ke NB segar untuk membuat larutan kultur kerja.
Ekstrak C. lentilifera kemudian ditambahkan ke dalam 1 mL larutan kultur kerja dengan
jumlah yang berbeda sebagai berikut 120, 60, 30, 15, dan 7,5 pL. Tabung hasil uji MIC
negatif dipilih untuk uji MBC dimana sampel akan diinkubasi lagi pada suhu 37°C
selama 24 jam °,

5. Analisa Kandungan Total Fenolik

Kandungan Total Fenolik (KTF) ekstrak C. lentilifera dianalisa dengan metode
Folin-Ciocalteu. Ekstrak dengan konsentrasi 100 mg/mL dilarutkan dalam metanol
sehingga diperoleh konsentrasi 0,1 mg/mL. Selanjutnya, ekstrak sebanyak 0,2 mL
ditambah 1,58 ml akuades dan 1 ml pereaksi follin dan dibiarkan selama lima menit
kemudian ditambahkan 3 mL larutan natrium karbonat 20%, dihomogenisasi dan
diinkubasi pada suhu kamar selama dua jam dalam kondisi gelap. Absorbansi sampel
diukur pada 750 nm menggunakan spektrofotometer. Perhitungan KTF didasarkan pada
kurva standar asam galat yang dihasilkan sebelumnya dan hasilnya dinyatakan dalam
mg gallic acid equivalent (GAE)/g ekstrak.

D. Analisa Statistik

Data hasil analisis aktivitas antibakteri (Agar-well diffusion dan Agar-disk
diffusion) serta data KTF diuji dengan Two-way ANOVA Uji Two Independent T-test
digunakan untuk membandingkan aktivitas antibakteri sampel terhadap kontrol positif.
Analisis statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS for Windows 21.0.

Hasil dan Pembahasan
A. Hasil Uji Pendahuluan
1. Perbandingan antara Metode Agar-Disk Diffusion dan Agar-Well Diffusion

Terdapat beberapa metode berbeda yang efisien dan sesuai untuk pengujian
aktivitas antibakteri yaitu Agar-disk diffusion dan Agar-well diffusion. Tabel 1
menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan antara zona hambat ekstrak kering
dengan pelarut etil asetat pada konsentrasi yang sama menggunakan kedua jenis metode
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analisa aktivitas antibakteri tersebut. Aktivitas antibakteri tertinggi melawan Staph.
aureus terdapat pada sampel ekstrak C. lentilifera kering yang dimaserasi dalam etil
asetat dan dibuat dalam konsentrasi 100 mg/mL (0,25 = 0,01 mm).

Hasil serupa juga dilaporkan oleh penelitian sebelumnya 2 bahwa ekstrak etanol
dari Baccharis ligustrina (daun), Baccharis platypoda (batang), Baccharis
pseudotenuifolia (batang), Croton celtidifolius (batang), Cyathea phalerata (batang),
Eugenia jambolana (daun), Eugenia uniflora (daun), Lippia Ekstrak alba (daun) dan
ekstrak etil asetat Ganoderma anulare (jamur) tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik terkait aktivitas antibakterinya antara metode Agar-disk
diffusion dan Agar-well diffusion.

Secara keseluruhan aktivitas antibakteri menunjukkan hasil yang lebih baik bila
menggunakan metode Agar-disk diffusion dibuktikan dengan tidak terdeteksinya efek
penghambatan oleh ekstrak etanol kering, ekstral etanol segar dan ekstrak etil asetat
segar pada seluruh konsentrasi yang diujikan (0,1; 0,5; 10 dan 100 mg/mL) apabila
mengunakan menggunakan metode Agar-well diffusion. Oleh karena itu, metode Agar-
disk diffusion selanjutnya akan digunakan dalam penelitian utama.

2. Pengaruh Jenis Pelarut

Prinsip umum dalam ekstraksi pelarut adalah “like dissolves like”, yang berarti
bahwa pelarut hanya mengekstrak komponen bioaktif yang memiliki polaritas serupa
dengan pelarut. Komponen bioaktif pada C. lentilifera dapat diekstraksi dengan etanol
dan etil asetat. Namun, hasil ekstraksi menggunakan etil asetat memiliki aktivitas
antibakteri yang lebih besar terhadap bakteri patogen dibandingkan dengan hasil
ekstraksi etanol. Pada konsentrasi 100 mg/mL ekstrak C. lentilifera kering dengan
pelarut etanol menunjukkan adanya zona hambat sebesar 0,05 + 0,01 mm sedangkan
ekstrak C. lentilifera kering dengan pelarut etil asetat memiliki zona hambat sebesar
0,25 £ 0,01 mm melawan bakteri Staph. aureus menggunakan metode Agar-disk
diffusion (Tabel 1).

Penelitian sebelumnya juga melaporkan bahwa ekstrak Caulerpa sertulorides
dengan pelarut etil asetat memiliki zona hambat yang lebih tinggi terhadap bakteri Gram
positif (Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilus) dan bakteri Gram negatif (E.
goli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis) dibandingkan dengan ekstrak etanol

Perbedaan hasil ini dapat disebabkan oleh perbedaan polaritas etanol dan etil
asetat. Etanol memiliki bilangan polaritas 65,4 sedangkan bilangan polaritas etil asetat
jauh lebih rendah yaitu 23 3. Dengan demikian, dapat diperkirakan bahwa senyawa
bioaktif pada C. lentilifera yang memiliki aktivitas antibakteri merupakan senyawa non-
polar sehingga lebih mudah larut dan terekstraksi dalam etil asetat (non-polar) daripada
etanol (polar).
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Tabel 1. Zona Hambat (mm) ekstrak C. lentilifera melawan Staphylococcus aureus FNCC
167

Sampel Kering Sampel Segar
Konsentrasi
Metode (mg/mL)
Etanol Etil Asetat Etanol Etil Asetat
100 0.05+0.01 0.25+0.012 - 0.19+0.16
10 - 0.09 + 0.05° - -
Agar-disk 0.5 - 0.00 £ 0.00¢ - -
diffusion
0.1 - - - -
100 - 0.23 +0.028 - -
Agar-well
diffusion 10 - 0.09 +0.04° - -
0.5 - 0.03 £0.01° - -
0.1 - - - -
Keterangan :

¢ Data pada tabel merepresentasikan rata-rata + standar deviasi (n= 3).

e Superscript yang berbeda mengindikasikan adanya perbedaan yang signifikan (p < 0.05) pada
kolom yang sama (Two-way ANOVA, Duncan post-hoc test).

e Simbol ‘-* melambangkan tidak ada zona hambat

3. Pengaruh Persiapan Sampel

Bahan pangan segar dan kering dapat digunakan sebagai sumber komponen
tanaman sekunder. Tabel 1 menunjukkan bahwa ekstrak C. lentilifera kering memiliki
aktivitas antibakteri yang lebih tinggi terhadap bakteri patogen dibandingkan dengan
ekstrak C. lentilifera segar. Ekstrak C. lentilifera kering dengan pelarut etanol
berkonsentrasi 100 mg/ mL memiliki zona hambat 0,05 = 0,01 mm dimana pada ekstrak
C. lentilifera segar dengan pelarut dan konsentrasi yang sama tidak memiliki aktivitas
antibakteri. Selain itu, pada hasil ekstrasi dengan etil asetat, aktivitas antibakteri 100
mg/mL ekstrak C. lentilifera kering lebih tinggi dibandingkan 100 mg/mL ekstrak C.
lentilifera segar dengan zona hambat sceara berurutan yaitu 0,25 £ 0,01 mm dan 0,19 *
0,16 mm melawan bakteri pathogen Staph. aureus.

Penelitian sebelumnya tentang aktivitas antibakteri Falkenbergia hillebrandii
melaporkan bahwa ekstrak tumbuhan kering memberikan aktivitas antibakteri yang
lebih tinggi dibandingkan ekstrak segar yang menggunakan pelarut yang sama. Ekstrak
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etil asetat tanaman kering memiliki zona hambat 6,32 + 2,05 mm dan ekstrak etil asetat
segar hanya memberikan aktivitas antibakteri 4,32 = 2,05 mm terhadap S. thypimurium
14

Mekanisme peningkatan kekuatan antibakteri yang terkait dengan pengeringan
kemungkinan terkait dengan inaktivasi enzim deterioratif seperti lipoksigenase dan
polifenol oksidase (PPO). PPO terdiri dari enzim katekol oksidase dan monofenol
oksidase yang banyak terdapat pada tanaman. PPO dapat mengoksidasi difenol dengan
adanya molekul oksigen, sehingga menyebabkan oksidasi enzimatis pada komponen
bioaktif alami seperti polifenol yang berperan besar sebagai agen antibakteri °.
Penelitian ini menduga bahwa inaktivasi PPO mungkin menjadi alasan mengapa C.
lentilifera kering memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi antibakteri yang lebih
tinggi daripada sampel segar.

4. Pengaruh Konsentrasi Sampel

Tabel 1 menunjukkan bahwa diameter zona hambat C. lentilifera meningkat
pada konsentrasi yang semakin tinggi. Zona hambat tertinggi dicapai pada sampel
dengan konsentrasi 100 mg/mL. Zona hambat kemudian menurun dan menunjukkan
hasil yang dapat dapat diabaikan (0.00 mm) pada konsentrasi 0,1 mg/mL bila
menggunakan metode Agar-well diffusion dan 0,5 mg/mL bila menggunakan metode
Agar-disk diffusion. Dengan demikian dapat dikatakan bahwa semakin tinggi
konsentrasi ekstrak maka akan semakin tinggi pula aktivitas antibakterinya.

B. Penelitian Utama
1. Pengaruh Rasio Sampel terhadap Pelarut terhadap Aktivitas Antibakteri

Rasio yang tepat antara bahan pelarut dan tanaman sangat penting untuk
mendapatkan proses ekstraksi yang optimal. Komponen antibakteri pada C. lentilifera
diekstraksi pada rasio sampel terhadap pelarut yang berbeda (1: 5, 1:10 dan 1:15). Zona
hambat tertinggi melawan seluruh bakteri patogen yang diujikan pada penelitian ini
(Gambar 2a-d) diperoleh pada rasio 1:15. Aktivitas antibakteri C. lentilifera meningkat
seiring dengan peningkatan rasio sampel terhadap pelarut. Hal ini dapat terjadi karena
dengan meningkatkan volume pelarut maka dapat meningkatkan laju absorpsi, laju
pengembangan dan laju difusi dinding sel tanaman sehingga proses ekstraksi berjalan
semakin optimal °.

Pada Tabel 2, aktivitas antibakteri ekstrak C. lentilifera kering melawan B.
cereus, E. coli dan Staph. aureus meningkat secara signifikan hingga rasio 1:10,
kemudian trend peningkatan terus teramati meskipun tidak berbeda secara signifikan.
Hal ini dapat diamati pada zona hambat ekstrak C. lentilifera kering yang tidak berbeda
secara signifikan antara rasio 1:10 dibandingkan dengan rasio 1:15. Menurut teori,
ketika rasio bahan baku terhadap pelarut mencapai terlalu tinggi sehingga mencapai titik
jenuh maka, memungkinkan proses ekstrasi/jumlah komponen bioaktif yang terekstrak
tidak meningkat secara signifikan lebih lanjut '
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2. Pengaruh Waktu Ekstraksi terhadap Aktivitas Antibakteri

Waktu ekstraksi sangat penting dalam meminimalkan energi dan biaya proses
ekstraksi. Gambar 2a-d menunjukkan pengaruh waktu ekstraksi terhadap aktivitas
antibakteri ekstrak rumput laut. Secara umum, semakin lama waktu ekstraksi maka akan
diikuti dengan peningkatan aktivitas antibakteri. Dinding sel tumbuhan terdiri dari
bagian selulosa yang kuat dan rapat sehingga membutuhkan waktu ekstraksi yang
optimal untuk menghancurkan struktur selulosa tersebut. Rumput laut yang tergolong
dalam keluarga Caulerpaceae memiliki a-selulosa sekitar 102 g/kg dan hemiselulosa
254 g/kg 8.

Tabel 2 menunjukkan adanya kecenderungan pengaruh lama waktu ekstraksi
yang serupa pada kedua bakteri Gram-positif (B. cereus FNCC 0057 dan Staph. aureus
FNCC 167) dimana semakin lama waku ekstraksi maka akan semakin meningkat pula
aktivitas antibakteri ekstrak C. lentilifera kering. Sementara, pada bakteri Gram-negatif
penambahan waktu ekstraksi ternyata dapat meningkatkan aktivitas antibakteri namun,
secara statistik tidak signifikan.

Pada penelitian ini, sampel dengan kondisi ekstraksi yang paling optimal
terdapat pada ekstrak C. lentilifera kering dengan rasio sample terhadap pelarut sebesar
1:15 dengan waktu ekstraksi 72 jam dimana zona hambat melawan bakteri B. cereus, E.
coli, S. thypimurium dan Staph. aureus secara berurutan adalah 0,29 + 0,1 mm, 0,093 +
0,031 mm, 0,19 + 0,044 mm dan 0,24 + 0,069 mm.

Tabel 2. Zona Hambat Ekstrak C. lentilifera Kering

Zona Hambat (mm)

Rasio Waktu S
jam B. cereus E. coli Staph. aureus LT
thypimurium
FNCC 0057 FNCC 194 FNCC 167 ENCC 0050
24 0.13 £ 0.054% 0.047 £ 0.025% 0.083 + 0.032% 0.067 =
1:5 0.006%
48 0.057 + 0.038* 0.13 +0.031%1
0.19 + 0.035%1 0.090 £
72 0.63 £ 0.015% 0.15 + 0.02" 0.017%
0.22 +0.076™
24 0.050 + 0.026%2 0.12 + 0.012% 0.14 £ 0.12%
1:10
48 0.17 + 0.031%%2 0.073 £ 0.015%2 0.18 + 0.078%2 0.093 £
0.023%
72 0.22 + 0.070%12 0.087 £ 0.025%2 0.22 +£0.077"2
0.13+
24 0.27 £ 0.07212 0.077 £ 0.021% 0.14 £ 0.055% 0.0462
1:15
48 0.19 £ 0.072% 0.082 + 0.013% 0.17 + 0.050%2 0.143 +
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72 0.26 + 0.064%2 0.093 + 0.031% 0.24 +0.069 0.015*

0.29 + 0.1 0.12+0.13*%

0.15+
0.095*

0.19 +
0.044*

Keterangan :

¢ Data pada tabel merepresentasikan rata-rata  standar deviasi (n = 3)

e Superscript huruf membandingkan antar waktu ekstraksi. Superscript angka membandingkan

antar rasio sampel terhadap pelarut. Simbol yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan (P <0,05) dalam kolom yang sama (Two-way ANOVA, Duncan post-hoc test)

Gambar 2. Zona Hambat ekstrak C. lentilifera terhadap B. cereus (a), E.coli (b), Staph.
aureus (c) dan S. thypimurium (d).
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3. Perbandingan C. lentilifera dan Amoksisilin sebagai Agen Antibakteri

Untuk mengetahui efektivitas dan kekuatan C. lentilifera, maka, hasil ekstraksi
terbaik (maserasi selama 72 jam dengan rasio 1:15) dibandingkan dengan antibiotik
komersial (amoksisilin) untuk dipelajari lebih lanjut. Semakin kecil angka rasio (Tabel

3), menunjukkan bahwa kekuatan aktivitas antibakteri rumput laut semakin mendekati
kekuatan amoksisilin.
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Meskipun C. lentilifera tidak memiliki aktivitas antibakteri sekuat amoksisilin,
namun penelitian ini menemukan bahwa ekstrak C. lentilifera kering memiliki
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri Gram-positif (Staph. aureus dan
B. cereus) sekaligus juga bakteri Gram-negatif (E. coli dan S. thypimurium) dimana
kemampuan C. lentilifera dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram-positif lebih
baik bila dibandingkan dengan Gram-negatif.

Tabel 3. Perbandingan Zona Hambat (mm) antara Sampel dan Antibiotik Komersial

Zona Hambat (mm) Rasio
Kekuatan
Bakteri Sampel
Sampel Uji Amoksisilin Terhadap
Amoksisilin
Bacillus cereus FNCC 0057 0.29+0.1° 0.67 +0.045° 0.43
Escherichia coli FNCC 194 0.093 + 0.031° 0.64 +0.052° 0.15
Salmonella thypimurium FNCC 0050 0.19 £ 0.0442 0.75+0.12° 0.25
Staphylococcus aureus FNCC 167 0.24 £ 0.069° 0.9 +0.15° 0.27

Keterangan :

¢ Data pada tabel merepresentasikan rata-rata + standar deviasi (n = 3)
e Superscript yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P <0,05) dalam
baris yang sama (Two Independent T-test)

Tabel 4. Nilai MIC dan MBC ekstrak C. lentilifera kering

Bakteri MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) Rasio MBC :
MIC
Bacillus cereus FNCC 0057 15 6 4
Escherichia coli FNCC 194 6 6 1
Salmonella thypimurium FNCC 0050 6 6 1
Staphylococcus aureus FNCC 167 1.5 15 1

Keterangan :
o Data pada tabel merepresentasikan rata-rata + standar deviasi (n = 3)

e Superscript yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan (P <0,05) dalam
baris yang sama (Two Independent T-test)
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Penelitian sebelumnya tentang aktivitas antibakteri pada ekstrak rumput laut
dengan pelarut etil asetat juga menunjukkan hasil yang serupa. Acanthophora spicifera
(Rhodophyceae) memberikan efek penghambatan yang lebih tinggi terhadap
Staphylococcus sp dibandingkan E. coli Turbinaria conoides (Phaeophyceae) dapat
menghambat pertumbuhan Staphylococcus sp lebih baik daripada Salmonella sp. namun
tidak menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap E. Coli °. Caulerpa racemosa
(Chlorophyceae), Sargassum hystix dan Cystoesira myrica (Phaeopyceae) memiliki
zona hambat yang lebih tinggi terhadap B. cereus dan Staph. aureus bila dibandingan
dengan E. coli dan Salmonella sp. %

Bakteri Gram-negatif lebih resisten bila dibandingan dengan bakteri Gram-
positif karena bakteri Gram-negatif memiliki tiga lapisan utama yaitu membran luar
(OM), dinding sel peptidoglikan dan membran sitoplasma atau dalam 2*. OM adalah
sebuah ciri pembeda bakteri Gram-negatif dimana Bakteri Gram-positif tidak memiliki
organel ini. OM bertindak sebagai penghalang permeabilitas untuk beberapa senyawa
antibakteri 22 sehingga membuat bakteri Gram-negatif lebih resisten.

4. Penentuan MIC dan MBC

MIC didefinisikan sebagai konsentrasi obat atau senyawa terendah yang dapat
menghambat pertumbuhan organisme secara in vitro setelah inkubasi selama satu
malam 23, Tabel 4 menunjukkan nilai MIC C. lentilifera terhadap kedua bakteri Gram-
positif yang diujikan adalah 1,5 mg/mL sementara konsentrasi yang lebih tinggi
diperlukan untuk menghambat pertumbuhan bakteri Gram-negatif E. coli dan S.
thypimurium yaitu sebesar 6 mg/mL.

Berdasarkan referensi 24, ekstrak dengan nilai MIC kurang dari 100 mg/mL
digolongkan sebagai inhibitor kuat, pada 100-500 mg/mL sebagai inhibitor sedang, pada
500-1000 mg/mL sebagai inhibitor lemah dan di lebih dari 1000 mg/mL sebagai tidak
aktif. Dengan demikian, penelitian ini menemukan bahwa C. lentilifera dapat bertindak
sebagai agen inhibitor yang kuat dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif
dan Gram negatif.

Selanjutnya, penelitian di tahun 2014 juga melaporkan bahwa agen antibakteri
dapat diklasifikasikan sebagai dalam 2 katergori yaitu bakteriostatik dan bakterisidal 2°.
Agen bakteriostatik akan menghambat pertumbuhan dan perkembangbiakan bakteri.
Setelah terpapar agen bakteriostatik, sel dalam populasi yang rentan berhenti membelah
diri. Namun jika agen tersebut dihilangkan, sel-selnya sekali lagi berkembang-biak.
Sedangkan pengaruh dari agen bakterisidal bersifat irreversible, artinya bakteri akan
mati. Oleh karena itu, penelitian ini juga meneliti nilai MBC untuk memastikan apakah
aktivitas antibakteri C. lentilifera termasuk dalam bakterisidal atau hanya bakteriostatik.

Suatu komponen bioaktif bersifat bakterisidal bila rasio MBC / MIC < 4, dan
bersifat bakteriostatik bila rasio MBC: MIC > 4 2°. Tabel 4 bahwa C. lentilifera
bertindak sebagai agen antibakteri yang bersifat bakterisidal melawan seluruh human
pathogenic bacteria yang diujikan dalam penelitian ini.
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5. Korelasi antara Kandungan Total Fenolik (KTF) dan Aktivitas Antibakteri

Analisis statistik menunjukkan korelasi yang sangat kuat dan sangat signifikan
antara KTF dan aktivitas antibakteri pada C. lentilifera dengan nilai koefisien korelasi
0,594 dan nilai signifikansi 0,001 pada tingkat kepercayaan 95%. Hasil ini
menunjukkan bahwa komponen fenolik merupakan salah satu agen antibakteri utama
pada C. lentilifera. Peningkatan jumlah komponen fenolik yang diekstraksi akan
meningkatkan aktivitas antibakterinya.

Komponen fenolik yang bersifat non-polar telah teridentifikasi memiliki
fungsionalitas sebagai agen antibakteri. Informasi profil komponen bioaktif yang
mungkin berperan sebagai agen antibakteri pada C. lentilifera masih kurang diteliti
hingga saat ini. Oleh karena itu, penelitian selanjutnya masih perlu dilakukan untuk
mendapatkan pemahaman yang lebih mendalam.

Kesimpulan

Aktivitas antibakteri C. lentilifera meningkat dengan bertambahnya waktu
ekstraksi dan rasio pelarut sampel. Penghambatan tertinggi dicapai pada ekstraksi 72
jam dengan rasio sampel terhadap pelarut adalah 1:15. C. lentilifera memiliki nilai MIC
sekitar 1,5 - 6 mg/mL yang tergolong sebagai inhibitor kuat dan rasio MBC: MIC < 4
sehingga dianggap sebagai agen bakterisida yang mampu melawan bakteri Gram-
negatif (Escherichia coli, Salmonella thypimurium) dan bakteri Gram-positif
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) yang sering menyebabkan penyakit pada
manusia. Senyawa fenolik memiliki korelasi yang sangat kuat dan sangat signifikan
dengan aktivitas antibakteri C. lentilifera.

Konflik Kepentingan

Tidak ada benturan kepentingan terkait materi, metode dan temuan dalam
penelitian ini.
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