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Ascidians are a class of marine tunicates that are included in marine invertebrate organisms.
Tunicates (Ascidian) are animals included in the subphylum Urochordata, which have a small
bag-like body shape and generally live in marine waters. The body of this animal is covered
by a coat (tunic) formed from protein and polysaccharide compounds. This study aims to
determine the antibacterial activity of ethanol extract of ascidian Lissoclinum patella against
the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. Extraction uses
maceration method to extract active compounds from ascidian Lissoclinum patella. The results
of the extract were tested whether there was antibacterial activity against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli bacteria, the test used the Kirby-Bauer agar diffusion method. The
results of the test showed antibacterial activity with a marked inhibition zone around the disc
paper of the extract test solution on Staphylococcus aureus bacteria with a medium inhibition
zone diameter of 7.6 mm and Escherichia coli bacteria with a medium inhibition zone diameter
of 6.3 mm.

Keywords: Antibacterial, Extraction, Lissoclinum patella, staphylococcus aureus, Escherichia
coli
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Ascidian adalah golongan tunikata laut yang termasuk dalam organisme invertebrata laut.
Tunikata (Ascidian) merupakan hewan yang termasuk dalam subfilum Urochordata, yang
memiliki bentuk tubuh seperti kantong berukuran kecil dan umumnya hidup di perairan laut.
Tubuh hewan ini ditutupi oleh mantel (tunic) yang terbentuk dari senyawa protein dan
polisakarida. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari ekstrak
etanol ascidian Lissoclinum patella terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli. Ekstraksi menggunakan metode maserasi untuk mengekstrak senyawa aktif
dari ascidian Lissoclinum pattela. Hasil ekstrak diuji apakah terdapat aktivitas antibakteri
terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, pengujian tersebut
menggunakan metode difusi agar Kirby-Bauer. Hasil dari pengujian terdapat aktivitas
antibakteri dengan ditandai zona hambat disekitar kertas cakram larutan uji ekstrak pada
bakteri Staphylococcus aureus dengan diameter zona hambat sedang sebesar 7,6 mm dan
bakteri Escherichia coli dengan diameter zona hambat sedang sebesar 6,3 mm.

Kata Kunci: Antibakteri, Ekstraksi, Lissoclinum patella, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli.
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PENDAHULUAN

Laut Indonesia memiliki banyak sumber daya alam termasuk banyaknya keanekaragaman
jenis biota laut (Nofiani, 2008). Keanekaragaman ini memberi peluang untuk memanfaatkan biota
laut sebagai sumber pengobatan. Menurut Rasyid (2008) pemanfaatan potensi ini dalam hal
pengobatan belum optimal, padahal, potensi yang sangat besar dalam menghasilkan senyawa-
senyawa aktif berasal dari organisme laut. Organisme yang dijumpai di dalam lautan memiliki bentuk
yang sangat bervariasi. Selain bentuk yang bervariasi, didapati juga adanya interaksi atau hubungan
yang terjadi diantara organisme dengan spesies yang berbeda di dalam lautan. Hubungan antar
organisme tersebut nampaknya tidak saling merugikan satu dengan yang lain, bahkan berguna untuk
satu atau keduanya (Nybakken, 1992).

Lissoclinum patella adalah salah satu spesies ascidian yang mempunyai mikroba di dalam
tubuhnya. Penelitian Lewin and Cheng (1989) memberikan informasi awal terhadap keberadaan
mikroba di dalam ascidian L. patella yakni prokariot fotosintetik yang dinamakan Prochloron.
Keadaan lingkungan dalam tubuh ascidian yang unik (Behrendt et al., 2012) memungkinkan tidak
hanya satu mikroba saja yang dapat hidup dan tinggal di dalamnya. Ascidian L. patella sebagai tempat
tinggal dan berlindung (Hirose & Maruyama, 2004) memberikan kontribusi bagi mikroba untuk dapat
hidup dan memproduksi senyawa-senyawa bermanfaat khususnya untuk keberlangsungan hidup dari
ascidian L. patella sendiri. Penelitian Donia et al (2006) menunjukkan bahwa mikroba yang diisolasi
dari dalam ascidian L. patella dapat menghasilkan suatu senyawa yang dinamakan patellamide.
Menurut Schmidt et al. (2005), patellamide adalah produk yang dapat digunakan dalam bidang
kesehatan.

Bakteri patogen merupakan bakteri yang dapat menyebabkan penyakit pada manusia.
Penggunaan antibiotik yang salah dan dosis yang berlebihan dapat menyebabkan resistensi bakteri.
Resistensi pada bakteri membuat bakteri lebih sulit dihambat, sehingga diperlukan senyawa
antibakteri alternatif dari karang lunak yang berasal dari alam (Gunawan, 2007). Antibakteri
merupakan zat yang memiliki kemampuan untuk membunuh bakteri patogen dan menghentikan
perkembangan bakteri (Paju et al., 2013). Staphylococcus aureus adalah bakteri gram positif yang
menyebabkan infeksi seperti abses atau bisul nanah dan malaria (Salim, 2016). Bakteri gram negatif
Escherichia coli umumnya menyebabkan masalah pada saluran pencernaan, biasanya diare, tetapi
infeksi yang parah dapat menyebabkan pendarahan usus (Sitepu et al., 2020).

METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain yaitu snorkel, fins, masker, tabung
oksigen, sarung tangan, kamera, gunting, pisau, zipper bag, cool box, botol, talenan, spidol permanen,
kertas label, timbangan analitik, tabung reaksi, rak tabung reaksi, spatula, gelas kimia pyrex.
erlenmeyer pyrex, gelas ukur, batang pengaduk, corong, corong pisah, mikropipet, cawan petri,
mistar berskala, pinset, micro tubes, pembakar spritus, kertas cakram (paper disc), vortex mixer,
laminar air flow, autoklaf. inkubator, lemari pendingin, digital caliper, rotary evaporator.
Bahan-bahan yang digunakan yaitu antara lain ekstrak Lissoclinum patella, bakteri uji
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, akuades, etanol, metanol, kloramfenikol paper disc,
tissue, kertas saring, aluminiumfoil, pepton, natrium klorida, ekstrak daging (beef extract), agar.
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Prosedur Penelitian
Preparasi Sampel

Sampel ascidian Lissoclinum patella yang telah diambil tadi, dikeluarkan dari dalam cool
box lalu dicuci dan dipotong sampai menjadi bagian-bagian kecil. Sampel yang telah dipotong,
dimasukkan ke dalam botol berukuran 600 ml lalu ditimbang berat keseluruhan dan berat botol.
Setelah itu dilakukan maserasi dengan etanol 95% sebanyak 200 ml.
Ekstraksi

Sampel Lissoclinum patella diekstraksi menggunakan cara dingin yaitu maserasi. Maserasi
dilakukan dengan cara sampel yang berada dalam botol dituangkan pelarut etanol 95% sebanyak 200
mL, lalu dikocok dan direndam selama 1 x 24 jam. Perendaman dilakukan berulang selama tiga hari.
Setelah perendaman pertama sampel disaring dan menghasilkan filtrat 1 dan debris 1. Debris 1
kemudian di rendam kembali menggunakan perlaru etanol 95% yang baru sampai sampel terendam
semuanya, kemudian dikocok-kocok dan kembali di remaserasi selama 1 x 24 jam. Dilakukan
pengulangan sampai mendapatkan filtrat 3 dan debris 3. Kemudian dicampur filtrat 1, 2, dan 3 ke
dalam satu wadah untuk selanjutnya akan dievaporasi menggunakan rotary evaporator hingga
memperoleh ekstrak kasar Lissoclinum patella. Eksrak kasar yang didapat ditimbang menggunakan
timbangan analitik. Setelah penimbangan ekstrak kasar siap digunakan untuk pengujian antibakteri.
Uji Aktivitas Antibakteri

Metode yang digunakan untuk uji aktivitas antibakeri dalam penelitian ini yaitu metode difusi
agar Kirby-Bauer menggunakan kertas cakram. Cakram yang digunakan berukuran 6 mm dengan
daya serap 50 pL tiap cakram. Bakteri yang telah dikultur masing-masing dipipet sebanyak 3 ml dan
diinokulasi pada media agar lalu media agar yang telah diinokulasikan bakteri dituangkan ke dalam
cawan petri sebanyak 35 ml kemudian ditunggu sampai media mengeras. Setelah media agar telah
mengeras, kertas cakram yang telah ditotolkan larutan uji ekstrak Lissoclinum patella, kontrol positif
dan kontrol negatif diletakkan ke dalam cawan petri yang berisi media agar tadi dengan menggunakan
pinset steril. Setelah itu, cawan petri diberi label nama kedua bakteri dan diinkubasi dalam inkubator
pada suhu 37°C selama 1x24 Jam (Ortez, 2005).
Pengamatan Zona Hambat

Pengamatan dan pengukuran pada media uji dapat dilakukan setelah melewati masa inkubasi

selama 1x24 jam. Daerah atau zona bening yang terbentuk pada sekitaran cakram uji menunjukan
sensitivitas atau kepekaan bakteri terhadap kontrol positif atau larutan uji ekstrak Lissoclinum patella
yang dinyatakan dengan diameter zona bening. Setelah melakukan pengamatan dilakukan
pengukuran pada setiap zona bening yang terbentuk. pengukuran diameter ini menggunakan mistar
berskala. Hasil yang diameter yang di dapatkan kemudian dibandingkan dengan landasan kategori
yang telah dipilih untuk digunakan yaitu kategori Davis and Stout yaitu daya hambat lemah dengan
diameter <5 mm, daya hambat sedang dengan diameter 6-10 mm. daya hambat kuat dengan diameter
11-20 mm dan daya hambat sangat kuat dengan diameter >21 mm (Davis dan Stout 1971; Susanto et
al., 2012).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi Lissoclinum patella

Berikut adalah hasil perhitungan ekstraksi sampel Lissoclinum patella menggunakan etanol
95% :
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Tabel 1. Hasil Ekstraksi Lissoclinum patella
Berat Sampel (g) Berat Ekstrak (g) Rendemen (%) Warna
200 3,26 1,63 Coklat Kehitaman

Ekstraksi adalah proses untuk mendapatkan ekstrak dari sampel tujuan dilakukan ekstraksi
adalah untuk mengeluarkan zat aktif yang ada didalam sampel dengan menggunakan pelarut.
Terdapat dua cara dalam proses ekstraksi yaitu cara panas dan cara dingin. Pada penelitian ini
digunakan cara dingin yaitu maserasi, cara dingin lebih menguntungkan karena senyawa-senyawa
kimia dalam sampel dapat lebih terlindungi dibandingkan cara panas yang berkemungkinan akan
merusak senyawa-senyawa kimia dalam sampel (Sembiring, 2007). Maserasi menggunakan pelarut
etanol 95%. Pada proses ekstraksi Lissoclinum patella dari perairan pantai Desa Parentek, Kabupaten
Minahasa dipotong menjadi bagian-bagian kecil, pemotongan sampel ini berfungsi untuk
memperluas permukaan sehingga kecepatan pelarut menarik senyawa di dalam sel lebih cepat atau
terjadinya pelarutan senyawa yaitu pemecahan dinding sel sehingga senyawa yang di dalamnya
terlarut dengan pelarut (Suryanto, 2012). Sel yang masih dalam konsentrasi air (air laut H20 + NaCl
+ Pelarut berkonsentrasi tinggi (etanol) sehingga terjadi perbedaan konsentrasi di dalam dan di luar
sel, konsentrasi di luar lebih tinggi dibandingkan di dalam sel menyebabkan tekanan yang membuat
dinding sel rusak atau hancur. Hal tersebut dilihat dari indikatornya yaitu perubahan warna pada
pelarut karena senyawa-senyawa di dalam sel keluar menyatu dengan pelarut. Digunakan pelarut
etanol 95% dikarenakan pelarut ini mampu menarik senyawa-senyawa yang bersifat polar dan non
polar serta tidak bersifat toksik dan ekonomis. Maserasi dilakukan selama 3x24 jam Tiap 24 jam
ekstrak disaring dan di maserasi kembali atau remaserasi hingga larutan sampel terlihat agak bening.

Hasil ekstrak setelah proses maserasi dilanjutkan dengan proses evaporasi. Evaporasi
dilakukan dengan menggunakan rotary evaporator. Tujuan dilakukan evaporasi untuk menguapkan
sisa air dan pelarut agar didapatkan ekstrak yang kental atau pekat dengan konsentrasi lebih tinggi.
Terjadinya pemekatan larutan karena adanya perbedaan titik didih yang sangat besar antara zat
terlarut dan zat pelarut di mana zat terlarut memiliki titik didih yang lebih tinggi dibandingkan zat
pelarut. Prinsip kerja rotary evaporator dengan mengubah energi listrik menjadi energi gesek dan
energi panas. Energi panas disalurkan melalui chamber waterbath sebesar 40°C untuk memanaskan
labu erlenmeyer, energi gerak untuk merotasi labu erlenmeyer agar berputar kemudian vakum akan
menurunkan titik didih (Hamdani, 2009). Proses ini akan membuat larutan menguap karena panas
lalu keluar ke kondensor kemudian didinginkan dan uap pelarut yang dingin akan ditampung ke labu
penampung. Digunakan suhu 40°C karena merupakan suhu optimal untuk menjaga senyawa aktif di
dalam ekstrak agar tidak rusak. Proses ini dilakukan hingga larutan ekstrak pada labu erlenmeyer
mengental atau memekat.

Uji Aktivitas Antibakteri

Hasil aktivitas antibakteri ekstrak Lissoclinum patella terhadap bakteri Staphylococcus aureus

dan Escherichia coli dapat dilihat pada gambar berikut :
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Gambar 1. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri ekstrak Lissoclinum patella terhadap
bakteri Staphylococcus aureus (kiri) dan Escherichia coli (kanan)

Keterangan : A : Staphylococcus aureus
B : Escherichia coli
- : Kontrol negatif (Metanol)
+ : Kontrol positif (Kloramfenikol)
Ul : Ulangan 1 larutan uji ekstrak
u2 : Ulangan 2 larutan uji ekstrak
U3 : Ulangan 3 larutan uji ekstrak

Pada pengujian aktivitas antibakteri digunakan metode difusi agar Kirby-Bauer. Pengujian ini
dilakukan terhadap bakteri gram positif dan negatif. Staphylococcus aureus sebagai perwakilan dari
bakteri gram positif dan Escherichia coli sebagai perwakilan dari bakteri gram negatif. Metode ini
dipilih karena diketahui memiliki fleksibilitas yang cukup besar untuk berbagai jenis bakteri dan
konsentrasi tertentu juga metode yang cukup mudah serta peralatan yang relatif terjangkau.

Agen antibakteri meliputi larutan aji ekstrak dan digunakan juga kontrol positif yaitu
kloramfenikol dan kontrol negatif yaitu larutan metanol. Tujuan digunakannya kontrol positif dan
kontrol negatif yaitu agar dapat diketahui aktivitas antibakteri yang murni dari senyawa aktif yang
terkandung pada ekstrak. Kontrol positif adalah agen antibakteri yang memang sudah terbukti dapat
menghambat pertumbuhan bakteri, kontrol positif ini digunakan sebagai pembanding untuk larutan
uji ekstrak untuk melihat perbandingan besarnya zona hambat yang dihasilkan. Sedangkan kontrol
negatif digunakan untuk melihat ada atau tidaknya aktivitas pada pelarut yang digunakan dalam hal
ini metanol agar dapat membuktikan bahwa pelarut yang digunakan pada larutan uji ekstrak tidak
terdapat aktivitas antibakteri sehingga dapat dipastikan bahwa larutan uji aktivitasnya hanya berasal
dari ekstrak Lissoclinum patella saja.

Kertas cakram digunakan sebagai sarana agen antibakteri untuk berdifusi atau biasa disebut
dengan difusi cakram. Kertas cakram yang digunakan berdiameter 6 mm dengan konsentrasi yang
digunakan 250 pul dengan daya serap masing-masing kertas cakram 50 ul. Kertas cakram yang telah
berisi agen antibakteri yaitu larutan uji ekstrak, kontrol positif dan kontrol negatif diletakkan pada
kedua cawan petri yang masing-masing berisi media agar yang telah ditanami bakteri Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Kemudian akan terjadi proses difusi, kertas cakram yang berisi larutan
uji, kontrol positif dan negatif akan berdifusi pada media agar tersebut selama masa inkubasi (Pratiwi,
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2008). Inkubasi ini dilakukan selama 1x24 jam pada suhu 37°C. Suhu 37°C merupakan suhu optimum
yang mendekati suhu tubuh manusia ketika terjadi infeksi bakteri, sehingga inkubasi dilakukan
disuhu 37°C agar supaya agen antibakteri dapat dilihat efektivitasnya pada suhu tersebut. Dilakukan
tiga kali pengulangan pada masing-masing bakteri. Area jernih di sekitaran cakram menandakan
adanya aktivitas hambatan pertumbuhan bakteri oleh agen antibakteri yang membuktikan bahwa
ekstrak Lissoclinum patella menunjukan aktivitas antibakteri.
Pengukuran Zona Hambat

Hasil pengukuran diameter zona hambat dari masing-masing ulangan larutan uji ekstrak,
kontrol positif dan kontrol negatif ditunjukan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambat Pengujian Aktivitas Antibakteri Dari Lissoclinum patella

Ulangan Bakteri Kontrol
Staphylococcus Escherichia Staphylococcus Escherichia
Aureus coli Aureus coli
+ - + -
| 9 6 21 0 28 0
I 7 7
i 7 6
> 23 19
X 7.6 6,3

Pengukuran diameter zona being diukur menggunakan mistar berskala, penggukuran in
menggunakan landasan kategori Davis and Stout yaitu daya hambat lemah dengan diameter <5 mm,
daya hambat sedang dengan diameter 6-10 mm, daya hambat kuat dengan diameter 11-20 mm dan
daya hambat sangat kuat dengan diameter > 21 mm.

Dari hasil yang diperoleh dapat dilihat bahwa kontrol positif yaitu kloramfenikol menunjukan
diameter hambat yang paling besar dibandingkan ekstrak Lissoclinum patella dikarenakan juga faktor
Kloramfenikol yang merupakan antibiotik dengan spektrum luas yang berarti dapat menghambat
bakteri gram positif maupun gram negatif (Waluyo, 2004). Kontrol negatif yang digunakan yaitu
pelarut metanol setelah dilakukan pengamatan tidak terlihat zona hambat di sekitar cakram pada tiap
bakteri. Sehingga membuktikan bahwa aktivitas antibakteri yang didapat dari cakram larutan uji
ekstrak murni dari ekstrak Lissoclinum patella.

Hasil pengukuran zona hambat ekstrak Lissoclinum patella menunjukkan adanya aktivitas
terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus sebagai bakteri Gram-positif dan bakteri
Escherichia coli sebagai bakteri Gram-negatif melalui terbentuknya zona hambat disekitar kertas
cakram, sehingga diketahui bahwa ekstrak Lissoclinum patella memiliki spektrum yang luas. Ukuran
zona hambat yang paling besar yaitu pada pengujian terhadap bakteri Staphylococcus aureus
(mewakili Gram-positif) ekstrak etanol yaitu 7,6 mm dikategorikan daya hambat sedang, dan pada
bakteri Escherichia coli (mewakili Gram-negatif) ekstrak etanol sebesar 6,3 mm juga dikategorikan
daya hambat sedang. Menurut Davis and Stout (1971) menyatakan apabila zona hambat yang
terbentuk pada hasil uji difusi berukuran <5 mm maka memiliki kekuatan penghambatan yang lemabh,
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6-10 mm memiliki kekuatan penghambatan yang sedang, 11-20 memiliki kekuatan penghambatan
yang kuat dan > 21 mm memiliki kekuatan penghambatan yang sangat kuat. Berdasarkan hasil
tersebut diperoleh ekstrak etanol Lissoclinum patella terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
bakteri Escherichia coli menunjukkan kekuatan penghambatan pertumbuhan bakteri pada kategori
sedang.

Diameter zona hambat yang ditunjukkan pada ekstrak etanol terhadap bekteri Staphylococcus
aureus lebih besar dari pada ekstrak etanol terhadap bakteri Escherichia coli hal ini mungkin
dikarenakan perbedaan struktur dinding sel. Diketahui secara umum bahwa dinding sel dari bakteri
Gram-positif tersusun atas peptidoglikan sehingga menyebabkan dinding selnya kaku. Pada bagian
luar peptidoglikan terdapat senyawa yang disebut asam teikhoat. Sedangkan pada bakteri Gram-
negatif memiliki kandungan peptidoglikan yang jauh lebih sedikit, akan tetapi pada bagian luar
peptidoglikan terdapat membran luar yang tersusun atas lipoprotein dan fosfolipid serta mengandung
lipopolisakarida. Karena adanya perbedaan susunan dinding sel ini. bakteri Gram-positif dan Gram-
negatif mempunyai ketahanan yang berbeda. Bakteri Gram-positif lebih sensitif terhadap antibiotik
karena dapat merusak peptidoglikan (Rini dan Rochmah, 2020).

KESIMPULAN

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini yaitu bahwa ekstrak Lissoclinum patella
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan diameter zona hambat
sedang sebesar 7,6 mm dan bakteri Escherichia coli dengan diameter zona hambat sedang sebesar
6,3 mm. Ekstrak Lissoclinum patella menunjukkan zona hambat yang lebih tinggi bakteri gram
positif dibandingkan bakteri gram negatif.
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