
Skrining Aktivitas Antibakteri Beberapa Biota Laut dari Perairan Pantai Painan, Sumatera Barat
Dian Handayani1*, Maipa Deapati1, Marlina1, Meilan2
1Fakultas Farmasi, , Universitas Andalas Madang
2Dinas Kelautan dan Perikanan, Provinsi Sumatera Barat

Abstract

In vitro antimicrobial activity of ten sponge species (Porifera), collected from offshore zone of Painan, West Sumatera, against isolated strains of bacteria Vibrio cholera were conducted in this study. The extracts of each sponge were evaluated through the disk diffusion assay. The results showed that 80% (8 from10 extracts) of the sponge extracts presented activity against Vibrio cholera.  The two most active sponges against tested bacteria were: Petrosia nigrans and Axinella sp.
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Pendahuluan
Indonesia kaya dengan sumber daya alam laut yang bermanfaat bagi manusia.  Salah satu kekayaan alam laut yang banyak mengandung senyawa bioaktiv adalah invertebrata laut. Spon laut adalah salah satu invertebrata laut yang memiliki kandungan senyawa bioaktif  yang paling menarik dan terbanyak. Hal ini disebabkan karena penyebarannya sangat luas dan mudah dikoleksi. Hewan berpori ini dalam biosintesanya mampu menghasilkan senyawa-senyawa kimia dengan struktur yang beraneka ragam.
Spon laut dilaporkan memiliki kandungan kimia yang potensial secara farmakologis seperti antitumor, antiinflamasi, antimikroba, dan lain-lain (Faulkner, 1993). Hewan multiseluler yang paling sederhana ini,  termasuk ke dalam filum porifera (Stachowitsch, 1992). Spon laut hidup mulai dari perairan laut dangkal sampai beberapa ribu meter dibawah permukaan laut, dan hampir tersebar merata di seluruh laut di dunia (Jasin, 1992)

Penemuan senyawa Spongouridin (Ara-U) dan Spongothymidin (Ara-T) dari spon laut Cryptothetia crypta yang berperan penting sebagai model dalam pengembangan sintesa senyawa Ara-A yang berkhasiat sebagai obat antivirus oleh Bergmann dan Feeney pada tahun 1951 telah mendorong penelitian terhadap pencarian senyawa kimia baru yang berasal dari organisme laut lainnya (Fusetani, 2000). Beberapa diantaranya :

· Ecteinascidin dari tunicata Ecteinascidia turbinata (Pengujian klinis fase  III )

· Aplidin dari ascidian Aplidium albicans (Pengujian klinis fase II)

· Bryostatin dari bryozoa Bugula neritina (Pengujian klinis fase III )

· Namidine A dari spon laut Leucetta chagosensis (Wright, 2005)

· E 7389 ( Pengujian klinis fase II ), analog dari Halichondrin B dari spon laut Halichondria okadai(Eisai Medical Research Inc, 2005)
Dari hasil uji pendahuluan beberapa ekstrak metanol invertebrata laut (spon laut, coral, rumput laut) terhadap beberapa mikroba, memperlihatkan aktivitas sebagai antibakteri, sedangkan pada jamur tidak menunjukkan aktivitas. Mikroba uji yang digunakan adalah Eschericia coli, Staphylococcus sp, Salmonella sp, Bacillus sp, Candida albicans, Tricophyton sp (Maipa 2007).
Sehubungan dengan adanya aktivitas antibakteri dari beberapa ekstrak metanol invertebrata laut tersebut, maka dilakukan pengujian lanjutan terhadap bakteri patogen lainnya, salah satunya adalah bakteri Vibrio cholerae. 

V. cholerae merupakan  bakteri gram negatif yang menghasilkan toksin kolera (enterotoksin) dan endotoksin. Toksin kolera diserap di usus dan merangsang hipersekresi air dan klorida dan menghambat absorpsi natrium. Akibat kehilangan banyak cairan dan elektrolit terjadi dehidrasi, asidosis, syok dan mati (10). Seseorang dapat terkena kolera bila minum air atau makan makanan yang telah terkontaminasi bakteri. Bakteri V. cholerae juga dapat hidup di lingkungan air payau dan perairan pesisir. Kerang-kerangan yang dimakan mentah juga dapat menjadi sumber kolera. Salah satu kerang yang yang dikonsumsi masyarakat dan terkontaminasi oleh bakteri Vibrio cholerae adalah Batissa violacea Lamark (lokan).

B. violacea merupakan jenis kerang yang tersebar cukup luas di Sumatera, bahkan sampai ke Irian Jaya. B. violacea mempunyai cangkang diluar dan dapat hidup di air tawar dan air laut (11). Lokan memiliki kandungan air, protein, karbohidrat yang cukup tinggi sehingga menjadi salah satu media pertumbuhan yang baik bagi bakteri.
V. cholerae resisten terhadap beberapa antibiotika yang aktif terhadap bakteri gram negatif. Seperti pada penelitian yang telah dilakukan terhadap bakteri V. cholerae dari lokan menunjukkan tingkat resisten pada antibiotika ampisilin (92,86%), eritromisin (100%), tetrasiklin (57,14%), dan derivat tetrasiklin (13). Untuk mencari antibiotika yang aktif perlu dilakukan pengujian aktivitas antibakteri dari senyawa yang aktif.

Pada penelitian ini dilakukan uji aktivitas antibakteri dari beberapa ekstrak metanol spon laut terhadap bakteri V. cholerae yang diisolasi dari Batissa violacea Lamark (lokan) dengan menggunakan metoda difusi agar kemudian dibandingkan dengan antibiotik kloramfenikol, siprofloksazin sebagai kontrol positif. 
Metodologi Penelitian

Pengambilan Sampel

Sampel terdiri dari 10 jenis spon laut yang  dikoleksi dari Pulau Aua Gadang pada kedalaman 4-5 m, Kabupaten Pesisir Selatan, Sumatera Barat. 

Identifikasi Sampel
Identifikasi beberapa sampel dilakukan di Zoological Museum University of Amsterdam, Belanda. Voucher spesimen disimpan dilaboratorium Penelitian Jurusan Farmasi FMIPA Universitas Andalas Padang Sumatera Barat dan Museum Zoologi Amsterdam

Ekstraksi

Masing-masing sampel spon laut 100 gram dirajang halus kemudian dimaserasi dengan metanol selama 5 hari dan disaring dengan kapas. Maserat diuapkan in vacuo sampai kental. 

Pembuatan larutan uji ekstrak

Masing-masing ekstrak ditimbang 10 mg. Ekstrak yang telah ditimbang dilarutkan dengan 1 ml DMSO sehingga diperoleh konsentrasi 1%.
Uji aktivitas antibakteri (15,18)

Pengujian anktivitas antibakteri menggunakan bakteri uji: Vibrio cholerae  yang diisolasi dari Batissa violacea Lamark (lokan).

Sebanyak 0,1 ml suspensi bakteri uji dipipet dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 12 ml media NA. Kemudian dihomogenkan dengan divortek. Setelah itu dituangkan ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan memadat, larutan ekstrak dipipet dengan pipet mikro dan diteteskan pada cakram sebanyak 20 µl. Sebagai kontrol negatif digunakan kertas cakram steril yang ditetesi 10 µl DMSO, sedangkan kontrol positif digunakan antibiotika Kloramfenikol dan Ciprofloksasin. Setelah itu cawan petri ditutup lalu inkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Diamati pertumbuhan mikroba dan diukur diameter hambat yang ditandai dengan timbulnya daerah bening disekeliling cakram. Ekstrak tanaman yang memiliki diameter hambat paling besar diduga mempunyai aktivitas antibakteri yang aktif.

Hasil dan Pembahasan

Dalam penelitian ini digunakan 10 ekstrak metanol invertebrata laut antara lain : Petrosia nigrans, Halichondria panicea,  spon laut kode DH 106, Halichondria sp, Acanthella sp , Axinella sp, spon laut kode DH 116,  Petrosia sp, Dysidea sp, dan  Pseudoceratina purpurea. 

Penyarian sampel dilakukan dengan cara maserasi karena maserasi merupakan metode ekstraksi  yang pengerjaannya dan alat-alat yang digunakan sederhana. Pemilihan cara maserasi juga bertujuan untuk menghindari terjadinnya penguraian zat aktif yang terkandung dalam sampel oleh pemanasan. Pengerjaan ekstraksi yaitu cukup dengan merendam sampel dalam pelarut organik selama 3-5 hari dan sesekali dikocok. Setelah 5 hari disaring menggunakan kapas. Metanol digunakan sebagai pelarut dalam maserasi ini karena metanol merupakan pelarut yang dapat melarutkan hampir semua senyawa organik dalam invertebrata laut, baik polar maupun non polar dan metanol mempunyai titik didih rendah (67,5 (C) sehingga mudah diuapkan.

Ekstrak metanol yang diperoleh diuapkan pelarutnya secara in vacuo karena dalam keadaan vakum tekanan uap pelarut akan menjadi turun dan pelarut akan mendidih dan pada temperatur lebih rendah dari titik didihnya sehingga dapat mengurangi resiko kerusakan senyawa-senyawa yang termolabil akibat pemanasan. Ekstrak dari beberapa spon ini dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap bakteri V. cholerae yang diisolasi dari lokan.

Metoda uji aktivitas antibakteri terhadap Vibrio cholerae hasil isolasi dari lokan menggunakan metoda difusi agar. Metoda difusi agar dipilih karena metoda ini relatif lebih sederhana dan hasil yang didapat cukup teliti untuk mengetahui adanya aktivitas antibakteri. Daerah bening di sekeliling cakram menandakan tidak adanya bakteri yang tumbuh, hal ini menunjukkan bahwa sampel mempunyai aktivitas menghambat pertumbuhan mikroba. Adapun faktor yang mempengaruhi pengujian aktivitas antibakteri dengan metoda ini adalah kecepatan difusi dari zat yang berbeda-beda dan perbedaan respon dari mikroba terhadap zat yang diuji, ini yang menyebabkan diameter hambat yang dihasilkan.
Pada uji pendahuluan yang telah dilakukan, ekstrak metanol spon laut 1 % dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji. Pada uji pendahuluan mikroba uji yang digunakan dalam uji aktivitas antimikroba adalah: bakteri Eschericia coli, bakteri Staphylococcus sp, Salmonella sp, Bacillus sp, dan jamur Candida albicans, Tricophyton sp. Mikroba ini digunakan karena sudah mewakili bakteri gram positif, gram negatif dan jamur. Mikroba ini merupakan mikroorganisme patogen yang dapat menginfeksi tubuh manusia sehingga dapat menyebabkan timbulnya berbagai macam penyakit seperti penyakit kulit, penyakit saluran pernafasan, dan penyakit saluran pencernaan. pada hasil uji pendahuluan ini diperoleh hasil bahwa Petrosia nigrans yang memiliki diameter hambat yang paling besar (Lampiran 9).

Pada uji aktivitas antibakteri dari beberapa ekstrak metanol spon laut 1 % diperoleh hasil antara lain: Petrosia nigrans memiliki aktivitas yang paling besar dengan diameter hambat 22 mm, , spon laut kode DH 106 tidak memiliki diameter hambat, Halichondria sp tidak memiliki diameter hambat, Acanthella sp memiliki diameter hambat 8 mm, Axinella sp memiliki diameter hambat 14 mm, spon laut kode DH 116 memiliki diameter hambat 9 mm,  Dysidea sp tidak memiliki diameter hambat, dan Pseudoceratina purpurea memiliki diameter hambat 14 mm (Lampiran 10).

Antibiotik kloramfenikol dan siprofloksazin digunakan sebagai kontrol untuk pengujian aktivitas antibakteri pada pengujian dengan metoda difusi agar. kloramfenikol dan siprofloksazin merupakan salah satu antibiotik berspektrum luas yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun bakteri gram negatif. Sebagai pelarut sampel dan kontrol negatif digunakan DMSO (dimetilsulfoksida). DMSO merupakan salah satu pelarut yang dapat melarutkan hampir semua senyawa baik polar maupun non polar. Selain itu DMSO tidak memberikan daya hambat pertumbuhan bakteri sehingga tidak menggangu hasil pengamatan pengujian aktivitas antibakteri dengan metoda difusi agar. 

Tabel 1.  Hasil uji antibakteri dari beberapa spon laut terhadap Vibrio cholerae dari Batissa Violacea Lamark (lokan).

	No.
	Sampel
	Diameter Hambat Ekstrak Metanol spon laut (mm)

	
	
	1 %
	5 %
	10 %
	20 %

	1
	Petrosia nigrans
	15
	22
	30
	30

	2
	Halichondria panicea
	-
	8
	8
	8

	3
	DH 106
	-
	11
	11
	12

	4
	Halicondria sp
	-
	-
	8
	11

	4
	Acanthella sp.
	-
	15
	15
	12

	6
	Axinella sp
	13
	23
	29
	34

	7
	DH 116
	-
	15
	18
	15

	8
	Petrosia sp
	8
	12
	12
	14

	9
	Dysidea sp
	8
	12
	20
	12

	10
	Pseudoceratina purpurea
	8
	13
	13
	9

	11
	Kloramfenikol
	25
	25
	25
	25

	12
	Siprofloksazin
	28
	28
	28
	28

	13
	DMSO
	-
	
	
	


Kesimpulan

Dari 11 gram ekstrak total metanol spon laut Acanthodendrilla sp didapatkan  suatu senyawa berupa lempengan berbentuk kubus, tidak berwarna sebanyak 60 mg, dimana kristal ini terurai pada suhu 255oC.

Dari pengukuran spektrum inframerah dan uji dengan beberapa pereaksi kimia, diduga senyawa yang diisolasi adalah golongan alkaloid.
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