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RINGKASAN 
 
WULAN FITRIANI SAFARI. Aktivitas Antibakteri dan Antikanker Ekstrak 
Kasar Metabolit Bakteri yang Berasosiasi dengan Spons dan Deteksi  Gen 
Penyandi NRPS. Dibimbing oleh ARIS TRI WAHYUDI dan EKOWATI 
CHASANAH.  

 
Spons laut dikenal mampu menghasilkan berbagai senyawa bioaktifyang  

memilikiberbagai aktivitas biologis seperti antibakteri, antifungi dan antikanker. 
Pengembangan senyawa bioaktif dari spons mengalami kendala keterbatasan 
biomassa spons. Mikroorganisme yang berasosiasi dengan spons lautmenjadi 
alternatif untuk memecahkan masalah tersebut. Mikroba yang bersimbiosis 
dengan spons dapat mencapai 40% dari volume jaringan spons dengan densitas 
mencapai 109 sel bakteri per mm3 jaringan spons. Potensi ini memungkinkan 
bakteri simbion pada spons mampu memproduksi senyawa bioaktif dan 
menggantikan spons sebagai penghasil senyawa bioaktif. 

Eksplorasi senyawa bioaktif bakteri asal spons dari perairan Indonesia telah 
dilakukan. Tiga isolat bakteri diberi kode HAL-74, HAA-01 dan HAL-13  
berhasil diisolasi dari spons Haliclona sp. dariPulau Waigeo, Kabupaten Raja 
Ampat, Papua Barat. Isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 memiliki aktivitas 
antimikrob berspektrum luas terhadap bakteri patogen maupun cendawan patogen, 
namun sampai saat ini belum ditentukan nilai Konsentrasi Hambat Minimum 
(KHM) dan  potensinya sebagai antikanker. Keberadaan kluster gen penyandi 
domain Adenilasi (A) dari kompleks enzim Nonribosomal Peptida Sintetase 
(NRPS) juga belum diketahui sehingga perlu dilakukan analisis secara genetik 
untuk memastikan bahwa isolat-isolat bakteri asal spons laut memiliki 
kemampuan mensintesis senyawa bioaktif.  

Ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 memiliki 
aktivitas antibakteri berspektrum luas terhadap bakteri Gram positif dan Gram 
negatif dengan nilai KHM berkisar 0.1 sampai 1 mg/mL. Aktivitas antibakteri 
ekstrak kasar metabolit HAL-74 dan HAA-01  termasuk sedang (moderat) 
sedangkan aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit HAL-13 termasuk lemah. 
Uji kandungan senyawa kimia terhadap ekstrak kasar metabolit bakteri yang 
berasosiasi dengan spons menunjukkan ekstrak kasar metabolit HAL-13 dan 
HAA-01 mengandung steroid dan HAL-74 mengandung flavonoid. Ekstrak kasar 
metabolit HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 bersifat toksik terhadap larva Artemia 

salina dengan nilai LC50 berturut-turut sebesar124.35 μg/mL, 463.85 μg/mL dan 
448.43 μg/mL. Ekstrak kasar metabolit HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 mampu 
menghambat sel kanker HeLa. Ekstrak kasar metabolit  HAL-74 memiliki 
aktivitas antikanker terbaik dengan nilai IC50 sebesar 134.9 µg/mL. Isolat HAL-74 
dan HAA-01 terdeteksi memiliki DNA penyandi domain A dengan ukuran 1000 
pasang basa (pb). Sekuen domain A dari isolat HAL-74 memiliki homologi 
dengan Comamonas sp. POUXsebesar 96% dan HAA-01 memiliki homologi 
dengan B. subtilis sebesar 99%. 
 
Kata kunci: antibakteri, antikanker, bakteri yang berasosiasi dengan spons, 

konsentrasi hambat minimum (KHM), nonribosomal peptida 
sintetase (NRPS) 



 
 

SUMMARY 

 
WULAN FITRIANI SAFARI. Antibacterial and Anticancer Activity of 
Metabolite Crude Extracts from Sponge Associated-Bacterial and Detection of 
NRPS Gene. Supervised by ARIS TRI WAHYUDI and EKOWATI CHASANAH.  
 

Marine sponges are known as producer of a wide range of bioactive 
secondary metabolites with various biological activities, such as antibacterial, 
antifungal and anticancer. The limitation of sponge biomass is the main factor for 
the large scale production of bioactive compounds. Therefore, marine 
microorganisms which associated with marine sponges became one of the alternative 
ways to solve that problem. Microbial associates can comprise as much as 40% of 
sponge tissue volume with densities in excess of 10

9 
microbial cells per mm3 of 

sponge tissue. Marine microorganisms have contributed to the majority of 
bioactive compounds. They can produce the same metabolite compounds as their 
host. 

The exploration of bioactive compounds has been carried out in Indonesia. 
Three bacterial isolates coded as HAL-74, HAA-01 and HAL-13 have been 
isolated from sponge Haliclona sp. at Waigeo Island, Raja Ampat District, West 
Papua Province. The crude extract of isolates HAL-74, HAA-01 and HAL-13 
have broad-spectrum antimicrobial activity. Determinination MIC and 
identification of anticancer potency for these isolates were important in order to 
characterize their bioactive compounds. Detection of Adenylation (A) domain of 
NRPS genes was important for identifying these bacteria as well as ensuring their 
capability in synthesizing the bioactive compounds. 

The metabolite crude extracts of HAL-74, HAA-01 and HAL-13 had broad 
spectrum antibacterial activity against gram-positive and gram-negative bacteria 
wit MIC values were 0.1 until 1 µg/mL. Antibacterial activity of metabolite crude 
extracts from HAL-74 and HAA-01 are moderate while the antibacterial activity 
of metabolite crude extracts of the HAL-13 relatively weak. Chemistry 
compounds assay showed that metabolite crude extracts from HAA-01 and HAL-
13 had steroids meanwhile metabolite crude extracts from HAL-74 has flovonoids. 
The metabolite crude extracts from HAL-74, HAA-01 and HAL-13 were potent 
against the brine shrimp with LC50 values of 124.35 μg/mL, 463.85 μg/mL and 
448.43 μg/mL respectively. The metabolite crude extracts had cytotoxicity effect 
on HeLa cell line with the best IC50 value of 134.9 µg/mL. Genetic analysis 
showed HAL-74 and HAA-01 had gene that encoded the adenilase (A) domain of 
Nonribosomal Peptide Synthetase (NRPS) which played role in the synthesis of 
bioactive compounds. Sequences analysis of DNA fragment encoding A domain 
showed that isolate HAL-74 has a similarity level of 96% with Comamonas sp. 
POUX and isolate HAA-01 has a similarity level of 99% with B. subtilis. 

 
Keywords: Antibacterial, anticancer, marine sponge associated-bacteria,minimum 

inhibitory concentration (MIC),  nonribosomal peptide synthetase 
(NRPS) 
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PENDAHULUAN 
 

Latar Belakang 

Penyakit infeksi merupakan masalah kesehatan penting. Penyakit ini bersifat 
sangat dinamis, dapat menyebar secara langsung atau tidak langsung, dari 
satuorang ke orang lain. Tingkat kematian akibat penyakit ini masih relatif besar. 
Setiap tahun penyakit infeksi dapat menyebabkan kematian sekitar 3.5 juta orang 
(WHOa 2014). Penanganan penyakit infeksi biasanya menggunakan antibiotik. 
Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dan tidak terkontrol telah mengakselerasi 
timbulnya strain bakteri yang resisten terhadap antibiotik/multi drug resistence 

(MDR) (Radjasa et al. 2007). Hal tersebut merupakan masalah serius yang 
penting untuk ditanggulangi. Kecemasan yang muncul dalam penanganan 
penyakit infeksi akibat strain MDR mendorong berbagai penelitian dalam 
eksplorasi senyawa antibiotik yang baru. 

Kanker menjadi masalah kesehatan penting selain penyakit infeksi. Kanker 
merupakan penyebab utama kematian di seluruh dunia, sekitar 8.2 juta kematian 
akibat kanker terjadi pada tahun 2012 (WHOb 2014). Kanker serviks termasuk 
jenis kanker yang meyebabkan kematian yang besar. WHOb (2014) menyebutkan 
bahwa kanker serviks merupakan penyakit kanker terbesar kelima yang 
menyebabkan kematian pada perempuan di dunia dan terbesar kedua di Indonesia. 
Pada tahun 2014 terjadi 9500 kematian akibat penyakit ini. Pengobatan kanker 
saat ini menggunakan pengobatan konvensional berupa kemoterapi dan obat-obat 
simptomatik. Metode kemoterapi tidak efektif karena sulit dalam mendesain 
senyawa kemoterapi yang mempunyai aktivitas antikanker tinggi namun 
mempunyai efek samping yang rendah terhadap sel normal. Obat-obat antikanker 
yang ada sekarang juga masih mempunyai efek samping terhadap jaringan-
jaringan normal (Gibbs 2000). Untuk mengatasi masalah tersebut pencarian 
sumber senyawa antikanker baru dengan sifat yang lebih baik terus dilakukan.  

Spons dikenal mampu menghasilkan berbagai senyawa bioaktif. Berbagai 
senyawa kimia seperti terpenoid, alkaloid, peptida dan poliketida berhasil diisolasi 
dari spons (WebsterdanHill 2001). Senyawa bioaktif tersebut memiliki berbagai 
aktivitas biologis yang berperan penting di bidang farmasi seperti antibakteri, 
antifungi, antitumor dan antikanker. Pengembangan senyawa bioaktif dari spons 
mengalami kendala keterbatasan biomassa spons,  misalnya untuk mendapatkan 
18gbryostatindibutuhkan sekitar 13.000 kg Bryozoansneritina (Taylor et al. 
2007). Hal ini tentu dapat menyebabkan dampak bencana ekologi. Oleh karena 
itu, pencarian sumber senyawa bioaktif alternative yang ramah lingkungan perlu 
dilakukan. 

Pencarian senyawa bioaktif kini lebih diarahkan ke komunitas 
mikroorganisme pada jaringan spons sebagai simbion. Mikroorganisme laut telah 
memberi kontribusi pada sebagian besar senyawa bioaktif. Mereka dapat 
menghasilkan senyawa metabolit yang sama seperti inangnya (Proksch et al. 

2002). Mikroba yang berasosiasi dengan spons dapat mencapai 40% dari volume 
jaringan spons dengan densitas mencapai 109 sel bakteri per mm3jaringan spons 
(Hoffmann et al. 2005). Secara khusus organisme laut yang sesil seperti spons 
diperkirakan sangat bergantung pada mekanisme pertahanan simbionnya, yaitu 
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dengan menghasilkan senyawa bioaktif. Potensi ini memungkinkan bakteri 
simbion pada spons mampu memproduksi senyawa bioaktif dan menggantikan 
spons yang selama ini menghasilkan senyawa bioaktif. 

Eksplorasi senyawa bioaktif bakteri asal spons dari perairan Indonesia 
telah dilakukan. Tokasaya (2010) berhasil mengisolasi bakteri yang bersimbiosis 
dengan spons Haliclona sp. dari Pulau Waigeo, Kabupaten Raja Ampat, Papua 
Barat, tiga isolat diantaranya diberi kode HAL-74, HAA-01 dan HAL-13. Banoet 
(2011) melaporkan bahwa ekstrak kasar isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 
memiliki aktivitas antimikrob berspektrum luas terhadap bakteri patogen maupun 
fungi patogen, namun sampai saat ini belum ditentukan nilai Konsentrasi Hambat 
Minimum (KHM) dan  potensinya sebagai antikanker. Keberadaan kluster gen 
penyandi domain Adenilai (A) dari kompleks enzim Nonoribosomal Peptide 
Sintetase (NRPS) belum diketahui juga, sehingga perlu dilakukan analisis genetik 
untuk memastikan bahwa isolat-isolat bakteri asal spons laut memiliki 
kemampuan mensintesis senyawa bioaktif.  

 
Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui kandungan senyawa 
kimia, menentukan nilai KHM, menentukan sitotoksisitas dan aktivitas antikanker 
ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan spons serta mendeteksi 
keberadaan gen penyandi domain A dari kluster gen NRPS isolat bakteri HAL-74, 
HAA-01 dan HAL-13. 
 

Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan memberi pembuktian ilmiah mengenai potensi 
senyawa bioaktif dari isolat bakteri yang berasosiasi dengan spons sebagai 
antibakteri dan antikanker. Hasil yang diperoleh dari penelitian ini juga 
diharapkan dapat memberikan aset dan kontribusi besar terhadap penemuan 
senyawa aantibakteri danantikanker baru yang berasal dari Indonesia dengan sifat 
yang lebih baik. 

Ruang Lingkup Penelitian 

Ruang lingkup dalam penelitian ini meliputi ekstraksi metabolit bakteri, uji 
kandungan senyawa kimia, analisis aktivitas antibakter, penentuan nilai 
Konsentrasi Hambat Minimum (KHM), analisis aktivitas antikanker dari ekstrak 
kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan spons dan deteksi gen penyandi 
domain A dari kompleks enzim NRPS dari isolat bakteri yang berasosiasi dengan 
spons. Uji kandungan senyawa kimia meliputi uji alkaloid, flavonoid, 
steroid/triterpenoid, saponin dan tanin. Penentuan nilai KHM dilakukan degan 
menggunakan 5 bakteri uji. Analisis aktivitas antikanker meliputi uji toksisitas 
dengan metode brine shrimp lethality test (BSLT) dan uji aktivitas antikanker 
terhadap sel HeLa. Deteksi gen penyandi domain A dari kompleks enzim NRPS 
meliputi isolasi genom, amplifikasi gen penyandi domain A dan analisis 
bioinformatika. 
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TINJAUAN PUSTAKA 

Senyawa Bioaktif dari Bakteri yang Berasosiasi dengan Spons 

Spons merupakan salah satu komponen komunitas bentik yang penting di 
lautan. Spons memiliki perkembangan unik dan kesederhanaan struktural yang 
memisahkan spons dari hewan lain. Spons termasuk dalam Filum Porifera dan 
Subfilum Parazoa yang hidup sesil dan merupakan organisme pemakan suspensi 
(Hentschel et al. 2001; Taylor et al. 2007). Ada tiga kelas utama spons, yaitu 
Calcarea (5 ordo dan 24famili), Demospongiae (15 ordo dan 92 famili) dan 
Hexactinellida (6 ordo dan 20 famili). Sejauh ini sekitar 15.000 spesies spons 
telah dideskripsikan, namun kemungkinan keragaman mereka lebih tinggi 
(Fieseler et al. 2004). Sebagian besar spesies spons berada pada kelas 
Demospongiae. 

Spons adalah hewan diploblas yang terdiri dari lapisan luar (pinakoderma) 
dan lapisan dalam (koanoderma). Hal ini membuat spons disebut  plakozoa 
(Peraud 2006). Pinakoderma disusun oleh pinokosit. Pada permukaan luar 
terdapat pori-pori (ostia) yang merupakan saluran yang menembus sampai pada 
bagian kanal interior. Bagian dalam spons terdapat koanosit (sel-sel berflagella) 
yang berasal dari sebuah ruang yang disusun oleh koanoderma, ruang 
penyimpanan makanan. Air akan masuk melalui ostia karena adanya pergerakan 
flagel koanosit kemudian menyaring keluar partikel-partikel makanan dan 
ditransfer ke mesohil. Partikel akan dicerna secara pagositosis oleh arkeosit di 
mesohil (Castro dan Huber2007).  

Spons yang bersifat sesil menyaring makanannya dari aliran air. Air laut 
mengandung 107 virus, 105 bakteri dan fungi 103 sel/ml (Lopez et al. 2002; Meyer 
dan Kuever 2008) sehingga membuat spons rentan dengan bahaya patogen 
maupun predator. Spons adalah organism sederhana dan sesil, selama evolusi 
mereka telah mengembangkan mekanisme pertahanan kimia untuk melindungi 
diri dari pesaing dan pemangsa serta mikroorganisme patogen. Spons mampu 
bertahan terhadap gangguan dari organisme lainnya dengan mengandalkan 
berbagai senyawa bioaktif. Senyawa bioaktif ini dihasilkan mikroorganisme 
simbionnya bukan oleh spons itu sendiri (Belarbi et al. 2003). 

Spons dianggap sebagai organisme yang potensial karena lebih dari 200 
senyawa metabolit baru yang ditemukan setiap tahun, dibandingkan dengan 
organisme laut lainnya. Spons dianggap sebagai sumber substansi natural yang 
penting seperti antibiotik, antitumor, antikanker, antiviral, antiplasmodial, dan 
antiinflammantori. Produk alami laut sebagai hasil metabolit sekunder 
kemungkinan dihasilkan oleh kehadiran mikroorganisme pada jaringan spons 
sebagai simbion, baik simbion  intraselluler ataupun ekstraselluler. Banyak kasus 
yang dapat menunjukkan bahwa bakteri yang berasosiasi yang memproduksi 
kandungan senyawa bioaktif  dan bukan inangnya. Senyawa-senyawa bioaktif 
yang dihasilkan oleh bakteri simbion spons juga memilki berbagai aktivitas 
farmakologis sama seperti inangnya (Tabel 1).  
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Tabel 1 Senyawa bioaktif yang dihasilkan  bakteri yang berasosiasi dengan spons 

 
Senyawa Spons Bakteri yang berasosiasi Sifat 
Cyclo-(L-proline-

Lmethionine) 
Isodictya setifera Pseudomonas aeruginosa Antibakteri 

Tetrabromo-diphenyl ethers Dysidea sp. Vibrio sp. Antibakteri, Sitotoksik 
Cyclo-(L-Pro-L-Phe) Stelletta tenuis Alcaligenes faecalis A72 Antimikroba 
Norharman Hymeniacidon perlevis Pseudoalteromonas piscicida NJ6-3-1 Antimikroba 
Triclosan Xestospongia sp. Micrococcus luteus R-1588-10 Antimikroba 
Acetic acid,-butylester Dendrilla nigra Nocardiopsis dassonvillei MAD08 Antimikroba 
Trisindoline Hyrtios altum Vibrio sp. Antibiotik 
Andrimid Hyatella sp. Vibrio sp. M22-1 Antibiotik 
Rifamycin SV Suberea clavata Salinospora sp. Antibiotik 
Theonegramide Theonella swinhoei Entotheonella palauenis Antifungi 
Chitinase Craniella australiensis Streptomyces sp. DA11 Antifungi 
Theonegramide Theonella swinhoei Entotheonella palauenis Antifungi 
Theopalauamide Theonella swinhoei Candidatus Entotheonella palauensis Antifungi 
Metacyclo-prodigiosin Mycale plumose Saccharopolyspora sp. nov. Antikanker 
Alteramide A Halichondria okadai Alteromonas sp. Antikanker, Sitotoksik 
Bromo-alterochromide A Fascaplysinopsis reticulate Pseudoalteromonas maricaloris   Sitotoksik 
Oleic Acid Dendrilla nigra Nocardiopsis dassonvillei MAD08 Antiiflamantori, Antiandrogenik 
9-Octa-decenamide-Z Dendrilla nigra Nocardiopsis dassonvillei MAD08 Anemiagenik, dermatigenik 
n-Hexadecanoic- acid Dendrilla nigra Nocardiopsis dassonvillei MAD08 Antioksidan, Nematisida 
ethyl ester Dendrilla nigra Nocardiopsis dassonvillei MAD08 Hipokolesterolemik, Hemolitik 

Sumber : Thomas et al. (2010)

4 
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Banyak mikrorganisme yang diketahui bersimbiosis dengan spons. 

Hoffmann et al. (2005) menyatakan bahwa bakteri yang bersimbiosis dengan 
spons dapat mencapai 40% dari jaringan spons dengan kepadatan 109 sel bakteri 
per mm3 jaringan jaringan spons. Interaksi antara spons laut dan hidup 
mikroorganisme air begitu beragam dan memiliki banyak peran penting. Mikroba 
yang berada dalam tubuh spons dapat diartikan sebagai makanan, patogen, parasit 
atau sebagai organisme yang bersimbiosis secara mutualistik. Fungsi simbiosis 
mutualistik antara spons dengan mikroorganisme tersebut antara lain untuk 
pertukaran nutrisi, stabilitas struktur spons, pemrosesan limbah metabolit dan 
produksi metabolit sekunder (Hentschel et al. 2001). Mikroorganisme yang 
bersimbiosis dengan spons mendapatkan suplai senyawa karbon organik yang 
dapat dengan mudah digunakan sebagai sumber energi sedangkan spons dapat 
memanfaatkan senyawa bioaktif yang dihasilkan bakteri simbion untuk 
pertahanan diri (Muller et al. 2004). 

Hingga saat ini berbagai mikroorganisme yang telah diketahui bersimbiosis 
dengan spons dikategorikan ke dalam 14 filum bakteri, dua kelompok utama arkea, 
dan organisme eukariotik berukuran mikroskopik. Berdasarkan analisis sekuen 
16S rDNA dan Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) yang 
dilakukan oleh Taylor et al. (2007) kelompok bakteri yang diketahui bersimbiosis 
dengan spons antara lain Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroides, Chloroflexi, 
Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Gemmatimonadetes, 
Nitrospira, Planctomycetes, Poribacteria, Proteobacteria, Sphirochaetes dan 
Verrucomicrobia. 
 

Penyakit Infeksi 

 Penyakit infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh 
mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, parasit atau fungi. Penyakit ini 
bersifat sangat dinamis, dapat menyebar secara langsung atau tidak langsung dari 
satu orang ke orang lain. Bakteri patogen yang menyebabkan penyakit infeksi 
penting di antaranya Enteropatogenik Escherichia coli (EPEC), Pseudomonas 

aeruginosa dan Staphylococcus aureus. 
Escherichia coli biasanya mengkolonisasi saluran pencernaan bayi 

manusia dalam beberapa jam setelah lahir. E. coli dan manusia hidup 
berdampingan dan saling menguntungkan (Kaper et al. 2004). Strain E.coli yang 
menyebabkan diare dikelompokan menjadi patogen berdasarkan faktor 
virulensinya, strain E. coli yang manjadi patogen yaitu enteropatogenik E. coli 
(EPEC), enterohemoragik E. coli (EHEC), enterotoksigenik E. coli (ETEC), 
enteroaggregatif E. coli (EAEC), enteroinvasif E. Coli (EIEC) dan diffusely 

adherent E. coli (DAEC) (Nataro dan Kaper 1998). Strain enteropatogenik E.coli 
(EPEC) adalah penyebab utama diare pada anak-anak di negara berkembang. 
EPEC memicu pelepasan besar adenosin trifosfat (ATP) dari sel-sel usus inang 
(Crane et al. 2007). EPEC juga diketahui memiliki resistensi terhadap ampisilin 
dengan menghasilkan enzim β-laktamase. Hingga saat ini penanganan penyakit 
infeksi yang diakibatkan strain-strain EPEC menjadi masalah rumit karena 
penyebaran gen-gen enzim β-laktamase diantara strain-strain tersebut (Liu 2009). 
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P.  aeruginosa merupakan bakteri gram negatif yang biasanya mendiami 
tanah dan permukaan perairan. Bakteri ini kadang juga ditemukan sebagai 
mikroflora normal pada manusia yang menghuni kulit, mukosa hidung dan 
tenggorokan (Morrison dan Wenzel 1984). P. aeruginosa merupakan salah satu 
patogen yang paling umum yang menyebabkan infeksi saluran pernapasan, baik 
akut maupun kronis (Arancibia et al. 2002).P. aeruginosa juga menyebabkan 
infeksi saluran kemih bakteremia serta menyebabkan morbiditas dan mortalitas 
tinggi pada pasien dengan fibrosis kistik (Breidenstein et al. 2011). P. aeruginosa 
juga merupakan penyebab infeksi serius pada pasien kanker immunocompromised, 
pasien luka bakardan  pasien kateter (Stover et al. 2000). Kebanyakan strain P. 

aeruginosa strain yang terlibat dalam infeksi invasif dan toksigenik, masing-
masing sebagai akibat dari produksi faktor virulensi permukaan dan faktor 
virulensi yang disekresikan (Kipnis et al. 2006). P. aeruginosa sulit diberantas 
karena resistensi  tinggi terhadap antibiotik (Lambert 2002). 

S. aureus adalah bakteri gram positif  yangsering ditemukan sebagai 
komensal  pada kulit, kelenjar kulit dan selaput lendir, terutama di hidung orang 
yang sehat (Crossley dan Archer 1997). S. aureus dapat menyebabkan pneumonia, 
meningitis dan infeksi saluran kemih. Infeksi nosokomial S. aureus 
mempengaruhi aliran darah, kulit, jaringan lunak dan saluran pernapasan bagian 
bawah. S. aureus juga menyebabkan infeksi mendalam seperti endokarditis dan 
osteomielitis (Schito 2006). S. aureus mempunyai berbagai macam faktor 
virulensi, yang mencakup produk struktural dan produk yang disekresikan 
berpartisipasi dalam patogenesis. Salah satu karakteristik penting dari S. aureus 
adalah kemampuan untuk mengeluarkan racun yang merusak membran sel inang. 
Racun cytolytic membentuk β-barrel pori-pori di membran sitoplasma dan 
menyebabkan kebocoran isi sel dan lisis (Foster 2005). 
 

Kanker 

Kanker adalah segolongan penyakit karena sel atau sekelompok sel 
mengalami pertumbuhan yang tidak terkendali (membelah melebihi batas normal), 
invasi (menggangu dan menyerang jaringan yang berdekatan), dan metastasis 
(menyebar dari satu bagian ke bagian lain dalam tubuh melalui getah bening atau 
darah). Ketiga sifat ganas kanker membedakan mereka dari tumor jinak yang 
tidak menyerang atau bermetastasis. Kanker merupakan hasil dari serangkaian 
peristiwa molekuler fundamental yang mengubah sifat sel normal. Pada sel-sel 
kanker, sistem kontrol yang mencegah pertumbuhan sel yang berlebihan dan 
invasi jaringan lain dinonaktifkan. Sel-sel yang tumbuh tersebut mengembangkan 
karakteristik baru termasuk perubahan dalam  struktur sel, penurunan penempelan 
sel dan produksi enzim baru. Perubahan tersebut memungkinkan sel-sel kanker 
menyebar dan menyerang jaringan lain (Dhorajiya et al. 2012). 

Faktor-faktor penyebab kanker digolongkan menjadi faktor fisika, kimia dan 
biologi. Faktor fisika misalnya energi radiasi, faktor kimia yaitu senyawa kimia 
baik yang terdapat secara alami maupun ditambahkan secara sengaja ke dalam 
bahan pangan (senyawa senobiotik) dan faktor biologi misalnya virus. Energi 
radiasi sinar pengion seperti sinar ultra violet pada sinar matahari, sinar x dan 
sinar gamma merupakan unsur mutagenik dan karsinogenik bila penggunaannya 
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tidak tepat. Senyawa senobiotik merupakan senyawa pemicu kanker atau senyawa 
mutagenik. Senyawa senobiotik dapat berada dalam makanan karena reaksi-reaksi 
kimia dan biokimia yang terjadi baik selama pengolahan maupun penyimpanan, 
atau karena kontaminasi. Beberapa jenis virus telah dibuktikan menjadi salah satu 
pemicu pertumbuhan jenis kanker tertentu. virus Hepatitis B dapat menjadi 
pemicu terjadinya kanker hati. Infeksi virus human papiloma dapat meningkatkan 
resiko kanker rahim. Selain virus, beberapa jenis parasit dilaporkan mampu 
meningkatkan resiko pertumbuhan jenis kanker tertentu (Cotran et al. 1994). 

Kanker serviks adalah kanker kedua yang menginfeksi wanita di seluruh 
dunia dan merupakan kanker utama yang ada pada perempuan di sebagian besar 
negara berkembang. Bukti epidemiologi molekuler menunjukkan bahwa beberapa 
jenis Human PapillomaVirus (HPV) merupakan penyebab utama kanker serviks 
invasif dan neoplasia intraepithelial serviks. Lebih dari 80 jenis HPV telah 
diidentifikasi, dan sekitar 40 dapat menginfeksi saluran genital (DeVilliers 2001). 
 

Nonribosomal Peptida Sintetase (NRPS) 

Nonribosomal peptida marupakan kelompok produk alam yang dibentuk 
dari monomer asam amino sederhana. Nonribosomal peptida banyak dipelajari 
karena aktivitas biologi di bidang farmasi (Schwarzer et al. 2003). Banyak produk 
nonribosomal peptida yang telah digunakan seperti racun, siderofor, pigmen, 
antibiotik, sitotoksik dan immunosupresan. Nonribosomal peptida dapat 
ditemukan di bakteri atau fungi yang disintesis oleh nonribosomal peptida 
sintetase (NRPS). NRPS merupakan enzim multimodular yang besar yang 
tersusun dalam modul yang berisi domain-domain spesifik (Gambar 1). Enzim 
NRPS disusun oleh tiga modul yaitu modul inisiasi, modul elongasi dan modul 
terminasi. Domain utama pada NRPS  yaitu domain adenilasi (A), kondensasi (C), 
dan peptidyl carrier protein (PCP) (Cane dan Walsh 1999).  

 

 

Gambar 1 Struktur gen NRPS (Finking dan Marahiel 2004) 
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METODE 

Kerangka Penelitian 

Kerangka penelitian ini (Gambar 2) meliputi ekstraksi metabolit bakteri, uji 
kandungan senyawa kimia, pengukuran nilai KHM, uji toksisitas dengan metode 
Brine Shrimp Lethality Test (BSLT), uji aktivitas antikanker, deteksi gen penyandi 
domain A dari kluster gen NRPS dan analisis bioinformatika.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2 Diagram alir prosedur penelitian 

Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan dari September 2013 sampai Agustus 2014, 
bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Departeman Biologi, Laboratorium 
Mikrobiologi dan Immunologi, Pusat Studi Satwa Primata, dan Laboratorium 
Kimia Analitik, Departemen Kimia, Institut Pertanian Bogor. 

 
Ekstraksi  Metabolit Bakteri 

 
Isolat bakteri HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 dikultur dalam 1 L media 

Sea Water Complete (SWC) cair yang terdiri atas 5 g pepton, 1 g yeast extract, 3 
mL gliserol, 250 mL air Laut (didapat dari pedagang di bogor) dan 750 mL 
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Ekstraksi Metabolit Bakteri 

Uji Kandungan Senyawa Kimia 

Pengukuran Konsentrasi 
Hambat Minimum (KHM) 

Uji Toksisitas dengan Brine 

Shrimp Lethality Test (BSLT) 
 

Uji Aktivitas Antikanker 
 

Amplifikasi Gen Penyandi Domain 
Adenilasi (A) dari kluster Gen NRPS 

Analisis Bioinformatika 
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Akuades dan diinkubasi dalam inkubator berfluktuasi (shaker) dengan kecepatan 
100 rpm pada 30 oC selama 72 jam, kemudian ditambahkan 1 L etil asetat dan 
diaduk selama 12 jam. Lapisan etil asetat dievaporasi dan ekstrak yang diperoleh 
disimpan pada suhu 5 °C (Muller et al. 2004). 

Uji Kandungan Senyawa Kimia 

 Uji kandungan senyawa kimia bertujuan untuk mengetahui golongan 
senyawa yang terdapat pada ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi 
dengan spons. Uji kandungan senyawa kimia yang dilakukan terdiri dari uji 
alkaloid, uji flavonoid, uji saponin, uji tanin, uji triterpenoid dan steroid 
(Harborne 1987).  
 Uji Alkaloid dilakukan dengan mencampurkan sebanyak 0.5 g ekstrak 
kasar metabolit bakteridan 5 mL asam klorida 10% kemudian dikocok dan 
ditambah 5 mL larutan amoniak 10%. Selanjutnya diekstraksi dengan kloroform 
dan diuapkan. Residu yang terbentuk ditambah 1.5 mL asam klorida 2% dan 
dibagi dalam dua tabung. Tabung pertama ditambah 2-3 tetes pereaksi Mayer. Jika 
terbentuk endapan putih kekuningan menunjukkan adanya alkaloid. Tabung kedua 
ditambah 2-3 tetes pereaksi Dragendorff, jika terbentuk endapan merah bata 
menunjukkan adanya alkaloid.  
 Uji falvonoid dilakukan dengan mencampurkan sebanyak 0.5 g ekstrak 
dengan 10 mL aquades, dipanaskan diatas penangas air kemudian disaring dan 
filtratnya digunakan untuk pengujian. Tiga mL filtrat ditambah serbuk 
magnesium, 1 mL HCl pekat dan ditambah 2 mL amil-alkohol. Campuran 
dikocok dan dibiarkan memisah. Jika terbentuk warna merah, kuning, dan jingga 
pada lapisan alkohol menunjukkan senyawa golongan flavonoid. 

 Uji steroid dan triterpenoid  dilakukan dengan mengekstraksi 
mencampurkan sebanyak 0.5 g ekstrak dengan 10 mL eter lalu disaring. Filtrat 
yang diperoleh kemudian ditambah pereaksi Liebermann-Burchard (3 tetes asam 
asetat anhidrat–1 tetes H2SO4 pekat). Jika terbentuk warna hijau atau biru 
menunjukkan adanya steroid sedangkan warna merah atau ungu menunjukkan 
triterpenoid. 
 Uji saponin dilakukan dengan mencampurkan sebanyak 0.5 g ekstrak 
dengan 10 mL aquades, dipanaskan diatas penangas air kemudian disaring dan 
filtratnya digunakan untuk pengujian. Sebanyak 3 mL filtrat dimasukkan ke dalam 
tabung reaksi tertutup kemudian dikocok dan biarkan selama 10 menit. Jika 
terbentuk busa yang stabil pada penambahan 1 mL HCl 2N menunjukkan adanya 
saponin.  

 Uji tanin dilakukan dengan mencampurkan sebanyak 0.5 g ekstrak dengan 
10 mL aquades, dipanaskan diatas penangas air kemudian disaring dan filtratnya 
digunakan untuk pengujian. Sebanyak 1 mL filtrat ditambah beberapa tetes FeCl3 
1%. Jika terbentuk warna biru tua/hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin. 

Pengukuran Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Pengukuran KHM ekstrak kasar bakteri dengan menggunakan metode 
difusi agar. Ekstrak dilarutkan dalam etil asetat yang kemudian diteteskan pada 
kertas cakram 5 mm (Whatman) sehingga didapat konsentrasi ekstrak pada kertas 
cakram sebesar 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.3 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.1 
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mg/mL dan 0.05 mg/mL. Kertas cakram dimasukkan ke dalam oven  pada suhu 
40 oC. Setelah itu, kertas cakram disterilisasi di bawah sinar UV selama dua jam 
dan dimasukkan ke dalam agar cawan yang telah diinokulasi 1% (v/v) mikroba uji 
(konsentrasi 1x106 CFU/mL, OD6200.45) yaitu P. aeruginosa, E.coli, EPEC, S. 

aureus, dan  B. subtilis. Cawan diinkubasi selama tiga jam untuk mengoptimalkan 
difusi ekstrak bakteri dalam media. Diameter zona penghambatan diukur setelah 
inkubasi selama 24 jam pada 37 oC dan dihitung nilai KHM. Kertas cakram 
kontrol negatif direndam dengan pelarut etil asetat sedangkan kertas cakram 
kontrol positif direndam dengan larutan ampisilin dan dibuat dengan cara yang 
sama (Sudirman 2010). 

Uji Toksisitas Menggunakan Brine Shrimp Letality Test (BSLT) 

Uji toksisitas dilakukan dengan metode BSLT terhadap larva A. salina. 
Penetasan A. salina dilakukan dengan cara memasukkan setengah sendok teh telur 
ke dalam air laut dan diberi aerator dan sumber cahaya. Larva yang digunakan 
untuk uji toksisitas adalah larva yang aktif. Sebanyak 20 larva A. salina 
ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang telah berisi ekstrak dengan berbagai 
konsentrasi, lalu ditambahkan air laut hingga volume akhir adalah 4 mL. 
Konsentrasi akhir dalam tabung setelah penambahan air laut adalah 1000 µg/mL, 
500 µg/mL, 250 µg/mL, 100 µg/mL, 10 µg/mL dan 0 µg/mL (kontrol). 
Selanjutnya tabung diinkubasi selama 24 jam. Kematian larva pada setiap 
konsentrasi dicatat dan dibandingkan dengan kontrol, dihitung lalu persentase 
kematian dengan rumus (Meyer et al. 1982) : 

% kematian = x 100% 

A : Rata-rata jumlah kematian perlakuan (diberi ekstrak) 
B : Rata-rata jumlah kematian kontrol (tidak diberi ekstrak) 
C : Jumlah larva awal 

Nilai kematian organisme uji 50% (LC50) ditentukan dengan menggunakan 
kurva hubungan antara logaritma konsentrasi ekstrak (x) dan nilai probit dari 
persentase kematian larva udang (y) (Lampiran 1). Analisis probit yang digunakan 
berdasarkan dari metode Finney dan Stevens (1948). 

 
Uji Aktivitas Antikanker 

Uji aktivitas antikanker meggunakan metode MTT menurut Thakur et al. 

(2005) dan dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi dan Imunologi, Pusat Studi 
Satwa Primata (PSSP), IPB. Sel kanker yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah sel kanker leher rahim yaitu sel HeLa. Sel kanker dikulturkan di dalam 
Dubecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)  dandiinokulasikan ke dalam 
sumuran dengan jumlah inokulan 100 μL (kepadatan 5 × 103sel/sumuran) selama 
24 jam. Sebanyak 100 μL ekstrak aktif dengan konsentrasi 1000 µg/mL, 500 
µg/mL, 250 µg/mL, 125 µg/mL, 62.5 µg/mL, 31.2 µg/mL, 15.6 µg/mL, 7.8 
µg/mL dan 0 µg/mL (kontrol) ditambahkan pada inokulan kemudian diinkubasi 
pada inkubator CO2 pada suhu 37 oC selama 24 jam. Selanjutnya setiap sumuran 
ditambahkan 100 μL 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]2,5-difeniltetrazolium bromida 
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(MTT) dan diinkubasi kembali selama 4 jam dalam inkubator CO2. Sel hidup 
akan bereaksi dengan MTT membentuk formazan. Formazan dilarutkan dalam 
larutan etanol. Nilai absorbansi dibaca dengan alat Enzyme-LinkedImmunosorbent 

Assay (ELISA) reader pada panjang gelombang 550 nm. Persentase 
penghambatan sel HeLadihitung dengan rumus (Patel et al. 2009) : 

% Penghambatan = 1 x 100% 

A : Rata-rata absorban perlakuan (diberi ekstrak) 
B : Rata-rata absorban kontrol (tidak diberi ekstrak) 

Nilai penghambatan sel HeLa50% (IC50) ditentukan dengan menggunakan kurva 
hubungan antara konsentrasi ekstrak (x) dan nilai persentase penghambatan sel 
HeLa (y) (Lampiran 2).  

Amplifikasi DNA Penyandi Domain Adenilasi (A) 

 Tahap ini terdiri atas isolasi DNA genom, amplifikasi fragmen DNA 
penyandi domain A dari kluster NRPS dan analisis bioinformatika. Isolasi DNA 
genom dilakukan menggunakan metode lisis dengan cetyl trimethyl ammonium 

bromide (CTAB)(Sambrook dan Russel 2001). Amplifikasi gen penyandi domain 
domain A dari NRPS dilakukan dengan mengikuti metode Schirmer et al. (2005). 
Amplifikasi dilakukan dengan mencampurkan berturut-turut 20 μl ddH2O, 25 μl 
master mix taq polimerase PCR, 1.5 μl primer dan 2 μl template. Primer yang 
digunakan untuk mengamplifikasi domain A yaitu forward: 5’-
AARDSIGGIGSIGSITAYBICC-3’, reverse: 5’-CKRWAICCICKIAIYTTIAYYT 
G-3’ (Schirmer et al. 2005). Reaksi PCR dilakukan sebanyak 35 siklus yang 
terdiri dari beberapa tahap yaitu predenaturasi selama 5 menit dan denaturasi 
selama 1 menit pada suhu 94 ºC, annealing pada 50 ºC selama 1 menit, 
polimerisasi pada 72 ºC selama 1 menit, dan post PCR dilakukan pada suhu 72 ºC 
selama 10 menit. Amplikon fragmen DNA penyandi domain adenilasi (A) 
divisualisasi menggunakan teknik elektroforesis dengan gel agarosa (1% b/v), 
pewarnaan molekul DNA dilakukan menggunakan etidium bromida (5 μg/ mL). 
Isolat yang mempunyai gen penyandi domain A menunjukkan terbentuknya pita 
berukuran 1000 pb.  

 
Analisis Bioinformatika 

 
Hasil amplifikasi gen disekuen menggunakan jasa 1st Base (PT Genetika 

Sains Indonesia). Sekuen DNA diedit dengan perangkat lunak Bioedit dan 
dianalisis menggunakan program Basic Local Alignment Search Tools protein 
(BLASTX) yang tersedia di situs web http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Sekuen DNA 
yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan sekuen yang ada di Genbank 

(NCBI) menggunakan program BlastX sehingga diperoleh beberapa sekuen lain 
yang memiliki kemiripan terdekat. Sekuen DNA diterjemahkan ke dalam runutan 
protein menggunakan ExPASY Molecular Biology untuk membuat pohon 
filogenetik. Pohon filogenetik dibuat dengan perangkat lunak Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versi 5.0 (Tamura et al. 2011).  
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Uji Kandungan Senyawa kimia 

 Uji kandungan senyawa kimia dilakukan untuk mengetahui kandungan 
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat bakteri HAL-74, HAA-01 
dan HAL-13. Uji yang dilakukan adalah uji alkaloid, uji flavonoid, uji steroid dan 
triterpenoid, uji saponin dan uji tanin. Hasil identifikasi golongan senyawa 
metabolit sekunder menunjukkan adanya kandungan flavonoid dan steroid pada 
ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan spons (Tabel 2). Ekstrak 
kasar metabolit isolat HAL-13 dan HAA-01 mengandung senyawa golongan 
steroid sedangkan ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74 mengandung senyawa 
golongan flavonoid. Semua ekstrak kasar metabolitisolat bakteri yang berasosiasi 
dengan spons menunjukkan hasil yang negatif terhadap uji alkaloid, terpenoid, 
saponin dan tanin. 

Tabel 2 Kandungan senyawa kimia ekstrak kasar metabolit bakteri yang 
berasosiasi dengan spons 

Golongan senyawa 
Ekstrak kasar metabolit 

HAL-74 HAA-01 HAL-13 
Alkaloid - - - 

Flavonoid + - - 
Steroid - + + 

Terpenoid - - - 
Saponin - - - 
Tanin - - - 

Keterangan : + = hasil uji positif, - = hasil uji negatif 
 

Penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan 
spons ditunjukkan dengan adanya zona hambat. Zona penghambatan merupakan 
daerah jernih di sekitar kertas cakram, dimana pada daerah tersebut tidak 
ditemukannya pertumbuhan bakteri. Ekstrak kasar metabolit bakteri yang 
berasosiasi dengan spons menunjukkan aktivitas antibakteri yang berbeda-beda. 
Diameter zona hambat ekstrak kasar metabolit pada berbagai konsentrasi terhadap 
lima bakteri uji sangat bervariasi. Secara umum terlihat semakin besar konsentrasi 
ekstrak kasar metabolit yang diberikan, semakin besar zona hambatnya (Tabel 3). 
Hasil pengujian aktivitas antibakteri menunjukkan bakteri uji yang sama diberikan 
ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 pada konsentrasi 
yang sama menghasilkan zona hambat yang berbeda, selain itu hasil menunjukkan 
terdapat zona hambat yang sama pada kelima isolat uji setelah diberi ekstrak yang 
sama dengan konsentrasi yang sama juga.  
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Tabel 3  Aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi 
dengan spons terhadapberbagai bakteri uji 

Bakteri uji 
Zona Hambat  (mm) pada berbagai konsentrasi ekstrak 

(mg/mL) 
1 0.5  0.4  0.3  0.2  0.1  0.05 

HAL-74  EC 3.5 1.5 1 0.75 0.5 0.25 - 

 
EPEC 2 1.5 1 0.75 0.5 0.25 - 

 
PA 3 2.5 2 1.5 0.5 0.25 - 

 
SA 3.5 1 1 1 0.5 - - 

 
BS 2.5 1.5 1 0.5 0.25 0.25 - 

HAA-01 EC 5 4 3.5 3 1 0.25 - 

 
EPEC 1.5 1 0.75 0.5 0.25 - - 

 
PA 2.5 1.5 1 0.5 0.25 - - 

 
SA 5 3 1.5 1 0.5 0.25 - 

 
BS 8 4 3 1 0.75 0.5 - 

HAL-13 EC 0.25 - - - - - - 

 
EPEC 0.25 - - - - - - 

 
PA 0.25 - - - - - - 

 
SA 0.25 - - - - - - 

  BS 0.25 - - - - - - 
Keterangan :  EC = E. coli BS = B. subtilisPA = P. aeruginosa SA = S. Aureus - = tidak ada zona 

hambat 

Tingkat aktivitas antibakteri suatu ekstrak diketahui melalui nilai 
konsentrasi hambat minimum (KHM). KHM didefinisikan sebagai konsentrasi 
terendah senyawa antimikrob yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan 
mikroorganisme (Wahi et al. 2011). Nilai KHM ekstrak kasar metabolit bakteri 
yang berasosiasi dengan spons terhadap bakteri uji berkisar antara 0.1 mg/mL 
sampai 1 mg/mL (Tabel 4).  

Tabel 4  Konsentrasi hambat minimum (KHM) ekstrak kasar  metabolit bakteri  
yang berasosiasi dengan spons terhadap bakteri uji 

Bakteri Uji KHM (mg/mL) 
HAL-74 HAA-01 HAL-13 

Escherichia coli 0.1 0.1 1 
EPEC 0.1 0,2 1 

Pseudomonas aeruginosa 0.1 0.2 1 
Staphylococcus aureus 0.2 0.1 1 

Bacillus subtilis 0.1 0.1 1 
 

Hasil pengukuran KHM menunjukkan bahwa nilai KHM ekstrak kasar metabolit 
isolat HAL-74 dan HAA-01 terhadap bakteri uji berkisar antara 0.1-0.2 mg/mL. 
Nilai KHM ekstrak kasar metabolit isolat HAL-13 sebesar 1 mg/mL terhadap 
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semua bakteri uji.Aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit HAL-74 dan HAA-
01 tergolong sedang dan aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit HAL-13 
tergolong lemah. Holetz et al. (2002) meyebutkan bahwa aktivitas antimikrob 
suatu ekstrak dikatakan baik jika nilai KHM di bawah 0.1 mg/mL, moderat jika 
nilai KHM 0.1-0.5 mg/mL, lemah jika nilai KHM 0.5-1 mg/mL dan tidak aktif 
jika nilai KHM lebih dari 1 mg/mL. Berdasarkan nilai KHM, ekstrak kasar 
metabolit HAL-74 memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik terhadap E. coli, 
EPEC, P. aeruginosa dan B. subtilis dibanding S. aureus. Ekstrak kasar metabolit 
HAA-01 memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik terhadap E. coli, B. subtilis 
dan S. aureus dari pada EPEC dan  P. aeruginosa. Sedangkan ekstrak kasar 
metabolit HAL-13 menunjukkan aktivitas antibakteri yang sama terhadap semua 
bakteri uji. 

Uji Toksisitas dengan Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) 

Uji toksisitas dilakukan dengan menggunakan metode Brine Shrimp 

Lethality Test (BSLT) yaitu dengan menghitung jumlah larva A. salina yang mati 
setelah penambahan ekstrak kasar metabolit setelah 24 jam perlakuan yang 
selanjutnya dihitung persentase kematian  dan nilai LC50. Uji toksisitas 
menunjukkan adanya fenomena dose dependent response, dimana efek toksisitas 
meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak yang diberikan. Efek 
toksisitas ekstrak kasar metabolit bakteri akan menyebabkan larva A. salina mati. 
Hasil uji toksisitas ekstrak kasar metabolit bakteri terhadap larva A. salina 
menunjukkan bahwa ekstrak kasar metabolit tiap isolat bakteri menghasilkan 
persentase kematian yang beragam pada tiap konsentrasinya. Semakin tinggi 
konsentrasi ekstrak kasar metabolit bakteri yang diberikan, semakin tinggi 
persentase kematian A. salina (Tabel 5). 

Tabel 5  Aktivitas toksisitas ekstrak kasar metabolit bakteri  
              terhadap larva  A. salina 

Konsentrasi 
(µg/mL) 

 Kematian (%) 
HAL-74 HAA-01 HAL-13 

0 0 0 0 
10 0 0 6.7 
100 15 6.7 16.7 
250 63.3 13.3 40 
500 100 36.6 58.3 
1000 100 100 100 

 
Efek toksistas ekstrak kasar metabolit bakteri terbesar terdapat pada 

konsentrasi 1000 μg/ml dengan persentase kematian larva A. salina sebesar 100%, 
sedangkan efek toksisitasterendah terdapat pada konsentrasi 10 μg/ml dengan 
persentase kematianA. salina berkisar 0 sampai 6.7%. Ekstrak kasar metabolit 
isolat Hal-13 memiliki toksistas lebih baik dibanding ekstrak kasar metabolit 
isolat HAL-74 dan HAA-01 pada konsentrasi 10 dan 100 μg/mL, sedangkan pada 
konsentrasi 250 dan 500 μg/mL ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74 lebih 
toksik dibanding ekstrak kasar metabolit isolat HAA-01 dan HAL-13. 
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Toksisitas ekstrak kasar metabolit bakteri diketahui melalui nilai LC50 
(Median Lethal Concentration) yaitu konsentrasi dimana 50% larva A. salina mati 
setelah diberikan perlakuan ekstrak. Hasil penghitungan nilai LC50 ini penting 
sebagai langkah awal untuk menyeleksi isolat bakteri yang berpotensi 
menghasilkan senyawa antikanker. Nilai LC50 yang didapatkan berkisar antara 
124.35 μg/mL sampai 556.55 μg/mL (Tabel 6). Hal ini berarti semua ekstrak 
bakteri bersifat toksik. Menurut Meyer et al. (1982), suatu ekstrak dikatakan 
toksik bila memiliki nilai LC50 di bawah 1000 μg/mL dan tidak toksik bila nilai 
LC50 di atas 1000 μg/mL. 

Tabel 6 Nilai LC50 BSLT ekstrak kasar metabolit  
             bakteri yang berasosiasi dengan spons 
 

Ekstrak kasar 
metabolit LC50 (µg/mL) 

HAL-74 124.35 
HAA-01 556.55 
HAL-13 448.43 

 

Uji Aktivitas Antikanker 

Pengukuran aktivitas antikanker ekstrak kasar metabolit bakteri yang 
berasosiasi dengan spons menggunakan metode uji MTT dengan sel HeLa sebagai 
model sel kanker serviks. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kasar 
metabolit bakteri yang berasosiasi dengan spons dapat menghambat pertumbuhan 
sel HeLa. Aktivitas sitotoksik ekstrak kasar metabolit bakteri terhadap sel HeLa 
dapat diamati dari nilai absorbansi (Tabel 7) yang selanjutnya dihitung persentase 
penghambatan sel HeLa. 

Tabel 7 Rata-rata nilai absorbansi sel HeLa pada berbagai konsentrasi 
ekstrak kasar metabolit bakteri 

 
Konsentrasi ekstrak 

(µg/mL) 
Rata-rata nilai absorban sel HeLa 

HAL-74 HAA-01 HAL-13 
0 0.557 0.539 0.546 

7.812 0.396 0.505 0.389 
15.625 0.382 0.477 0.376 
31.25 0.333 0.439 0.361 
62.5 0.317 0.414 0.341 
125 0.303 0.402 0.327 
250 0.037 0.371 0.287 
500 0.034 0.305 0.21 
1000 0.011 0.012 0.044 
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Aktifitas sitotoksik ekstrak kasar metabolit bakteri dengan metode uji MTT 
dievaluasi dengan metode kolorimetrik. Prinsip pengujian ini berdasarkan pada 
kemampuan enzim reduktase mitokondria dehidrogenase pada sel yang aktif 
untuk mengubah larutan garam tetrazolium menjadi suatu produk formazan yang 
tidak larut air. Jumlah formazan yang dihasilkan berbanding lurus dengan jumlah 
sel yang hidup. Kristal violet formazan yang terbentuk terlebih dahulu dilarutkan 
denganDimethyl Sulfoxide(DMSO) sehingga membentuk larutan berwarna yang 
dapat diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV (Sieuwerts et al. 
1995).Semakin tinggi konsentrasi ekstrak aktif yang diberikan maka semakin 
banyak sel yang mati sehingga semakin sedikit enzim reduktase mitokondria 
dehidrogenase yang bekerja. Hal ini menyebabkan semakin sedikit kristal violet 
formazan yang dihasilkan sehingga absorbansinya juga rendah dan sebaliknya. 
Semakin rendah konsentrasi ekstrak aktif yang diberikan maka semakin sedikit sel 
yang mati sehingga semakin banyak enzim reduktase mitokondria dehidrogenase 
yang bekerja. Hal ini menyebabkan semakin banyak kristal violet formazan yang 
dihasilkan sehingga absorbansinya menjadi tinggi.  
 Aktivitas antikanker ekstrak kasar metabolit bakteri terhadap sel HeLa 
dilihat dari persentase penghambatan sel HeLa. Secara keseluruhan terlihat 
semakin tinggi konsentrasi ekstrak yang diberikan semakin tinggi juga persentase 
penghambatan sel kanker Hela (Gambar 3). 

 

Gambar 3 Efek sitotoksik ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan 
spons terhadap penghambatan sel HeLa 

Efek sitotoksik ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi dengan 
spons akan menyebabkan sel HeLa mati. Efek sitotoksik ekstrak kasar metabolit 
bakteri terbesar terdapat pada konsentrasi 1000 μg/ml. Ekstrak kasar metabolit 
HAL-13 memiliki aktivitas antikanker lebih baik dibanding ekstrak HAL-74 dan 
HAA-01 pada konsentrasi rendah, sedangkan pada konsentrasi sekitar 100 sampai 
1000 μg/mL ekstrak kasar metabolit HAL-74 menunjukkan aktivitas antikanker 
terbaik dibandingkan ekstrak HAA-01 dan HAL-13. Pada konsentrasi sekitar 300 
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sampai 1000μg/mLekstrak kasar metabolit HAL-74 menunjukkan efek 
sitotoksisitas yang relatif sama dan tidak ada peningkatan persentase 
penghambatan yang signifikan. Ekstrak kasar metabolit HAL-13 menunjukkan 
peningkatan persentase penghambatan seiring dengan peningkatan konsentrasi 
ekstrak kasar metabolit yang diberikan. Hal yang sama juga terlihat pada ekstrak 
kasar metabolit HAA-01 yang menunjukkan peningkatan efek sitotoksik terhadap 
sel HeLa dengan meningkatnya konsentrasi ekstrak yang diberikan dan pada 
konsentrasi 1000μg/mL ekstrak kasar metabolit HAA-01 menunjukkan persentase 
penghambatan yang lebih besar dibandingkan ekstrak kasar metabolit HAL-13. 
 Aktivitas antikanker ekstrak kasar metabolit bakteri yang berasosiasi 
dengan spons terhadap kultur sel HeLa diketahui melalui nilai IC50 (Median 

Inhibition Concentration). Menurut National Cancer Institut (NCI) nilai IC50 
adalah konsentrasi ekstrak yang diperlukan untuk menghambat pertumbuhan sel 
kanker sebesar 50% (Boyd et al. 1992). Data uji aktivitas antikanker menunjukkan 
bahwa ekstrak kasar metabolit tiap bakteri memiliki nilai IC50 yang berbeda-beda. 
Ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74 mempunyai aktivitas antikanker yang 
paling baik dibanding dengan isolat bekteri yang lainnya (Tabel 8). 

Tabel 8 Nilai IC50 ekstrak kasar metabolit bakteri yang  
                      berasosiasi dengan spons 

Ekstrak kasar metabolit IC50 (µg/mL) 
HAL-74 134.9 
HAA-01 463 
HAL-13 309 

 
 

Amplifikasi DNA Penyandi Domain Adenilasi (A) 

Hasil amplifikasi DNA penyandi domain A menunjukan isolat HAL-74 dan 
HAA-01 memiliki DNA penyandi domain A dengan ukuran 1000 pbdan DNA 
penyandi domain A isolat HAL-13 tidak terdeteksi (Gambar 4).  

 

 

Gambar 4 Pita DNA penyandi domain A yang berukuran 1000 pb, M = Marker 1 
kb, Lane 1 = HAL-74, Lane 2 = HAA-01, Lane3 = HAL-13 
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Hasil sekuensing DNA penyandi domain A yang teramplifikasi diedit 
dengan software Bioedit (Lampiran 3) sehingga didapatkan sekuen DNA 
penyandi domain A (Lampiran 4). Hasil analisis bioinformatika sekuen fragmen 
DNA penyandi domain  Amenggunakan program BLASTX menunjukkan bahwa 
sekuen fragmen pengkode domain A isolat HAL-74 memiliki homologi sebesar 
96% dengan kluster gen NRPS Comamonas sp. POUX dan sekuen domain A 
isolat HAA-01 memiliki homologi sebesar 99% dengan  peptida sintetase B. 

Subtilis (Tabel 9).  

Tabel 9 Analisis bioinformatika sekuen fragmen DNA penyandi domain A 
menggunakan program BLASTX 

Kode isolat Homologi  Identitas 
(%) e-value No akses 

HAL-74 NRPS Comamonas sp. 
POUX 96 0.0 AHG59387.1  

HAA-01 Peptida sintetase B. 

Subtilis 99 0.0 WP_029317185.1 

Hasil konstruksi pohon filogenetik berdasarkan sekuen asam amino domain 
A dengan metode Neighbor-Joining menunjukkan bahwaHAL-74 dan HAA-01 
memiliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan sekuen peptida sintetase dari 
B. Subtilis (Gambar 5). 

 
 
Gambar 5 Pohon filogenetik berdasarkan sekuen asam amino domain A yang 

dikonstruksi dengan metode Neighbor-Joining dengan nilai ulangan 
bootstrap 1000. Keterangan: Angka 0.1 menunjukkan skala jarak 
kekerabatan (distance scale). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/575397198?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=Z2JKGGMB01R
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Pembahasan 

 
Identifikasi kandungan metabolit sekunder merupakan langkah awal yang 

penting dalam penelitian pencarian senyawa bioaktif baru dari bahan alam yang 
dapat menjadi prekursor bagi sintesis obat baru atau prototipe obat beraktivitas 
tertentu (Harborne 1987). Hasil identifikasi menunjukkan ekstrak kasar metabolit  
isolat HAL-74 mengandung flavonoid sedangkan ekstrak kasar metabolit isolat 
HAA-01 dan HAL-13 mengandung senyawa steroid. Flavonoid telah dikenal 
memiliki beragam aktivitas biologi, termasuk sebagai antibakteri dan antikanker. 
Aktivitas antibakteri flavonoid dipengaruhi oleh kemampuan flavonoid untuk 
membentuk kompleks dengan protein ekstraseluler dan protein terlarut serta 
dengan dinding sel bakteri (Tsuchiya et al.1996). Pendapat lain menyebutkan 
bahwa gugus hidroksil yang terdapat pada struktur senyawa flavonoid 
menyebabkan perubahan komponen organik dan transpor nutrisi yang akhirnya 
akan mengakibatkan timbulnya efek toksik terhadap bakteri (Estrela et al. 1995; 
DiCarlo et al. 1999). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa senyawa-senyawa 
fenolik dari kelompok flavonoid telah terbukti mampu menghambat pertumbuhan 
sel kanker. Flavonoid merupakan molekul bioaktif yang memiliki efek 
antikarsinogenik (Ramos 2007). Flavonoid berperan dalam inaktivasi karsinogen, 
antiproliferasi, penghambatan siklus sel, induksi apoptosis dan diferensiasi, 
inhibisi angiogenesis dan pembalikan resistensi multi-obat atau kombinasi dari 
mekanisme-mekanisme tersebut (Ren et al. 2003). Senyawa steroid memiliki 
aktivitas antibakteri, namun mekanisme steroid dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri belum diketahui secara pasti.  

Ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri uji. Senyawa antibakteri ketiga ekstrak kasar 
metabolit bakteri yang berasosiasi dengan spons termasuk antibakteri berspektrum 
luas. Ekstrak kasar metabolit bakteri dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
Gram positif (S. aureus dan B. subtilis) dan bakteri Gram negatif (E. coli, EPEC 
dan P. aeruginosa). Kemampuan setiap ekstrak dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri berbeda-beda, hal ini terlihat dari perbedaan zona hambat yang terbentuk. 
Besarnya zona hambat yang dihasilkan senyawa bioaktif dipengaruhi oleh sifat 
fisik dan kimia dari senyawa tersebut. Semakin besar berat molekul senyawa 
bioaktif akan memperbesar zona hambat yang dihasilkan. Faktor lain yang 
mempengaruhi penghambatan terhadap mikroorganisme antara lain adalah 
kepadatan populasi sel, kepekaan mikroba target terhadap senyawa antimikrob, 
kandungan bahan organik dan lama waktu mikroba target terpapar bahan 
antimikrob (Lay 1994). Aktivitas penghambatan terjadi melalui banyak 
mekanisme. Mekanisme kerja senyawa antimikroba dapat berupa merusak dinding 
sel hingga terjadi lisis, mengubah permeabilitas membran sitoplasma sehingga sel 
bocor, menyebabkan denaturasi protein sel, menghambat kerja enzim dalam sel, 
merusak molekul protein, merusak asam nukleat dan menghambat sintesis asam 
nukleat (Prescott et al. 2005). 

Pengukuran KHM penting untuk mengetahui resistensi mikroorganisme 
terhadap suatu agen antimikrob dan untuk memantau aktivitas agen antimikrob 
baru. KHM umumnya dianggap sebagai pengukuran laboratorium aktivitas suatu 
agen antimirob yang paling dasar. Secara klinis, KHM tidak hanya digunakan 
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untuk menentukan jumlah antibiotik yang akan diberikan kepada pasien tetapi 
juga digunakan untuk menentukan jenis antibiotiknya (Wahi et al. 2011). Uji 
KHM merupakan uji yang bersifat tidak konstan bergantung dari ukuran inokulum, 
bakteri uji, kuantitas bakteri target, komposisi kultur medium, pertumbuhan isolat 
yang berbeda dan kondisi inkubasi seperti temperatur, pH dan aerasi (Tokasaya 
2010). 

Banyak penelitian yang menunjukan bahwa bakteri yang berasosiasi dengan 
spons mampu menghasilkan senyawa antibakteri. Anand et al. (2006) melaporkan 
bahwa B. subtilis yang bersimbiosis dengan spons dari perairan India 
menghasilkan senyawa antimikrob berspektrum luas. Bakteri Chromohalobacter 

sp. yang bersimbiosis dengan spons asal perairan Kepulauan Seribu menghasilkan 
senyawa inhibitor protease yang mampu menghambat aktivitas protease dari 
bakteri patogen S. aureus, E. coli, dan P. aeruginosa (Nurhayati et al. 2006). 
Selain itu, Vibrio sp yang bersimbiosis dengan Hyatella sp, menghasilkan 
senyawa peptida yang bersifat antibakteri (Oclarit et al. 1994). 

Dalam pencarian bahan bioaktif yangmempunyai aktivitas antikanker 
digunakan beberapa uji yaitu uji penapisan bioaktivitas, uji sitotoksik invitro dan 
in vivo. Penapisan bioaktivitas dapat menggunakan metode Brine Shrimp Lethality 

Test (BSLT). BSLT merupakan uji pendahuluan dan digunakan untuk penapisan 
aktivitas antikanker serta sebagai alternatif metode yang murah untuk uji 
toksisitas (Hamburger dan Hostettmann 1991). BSLT dianggap masih relevan 
dalam penapisan senyawa yang bersifat sitotoksik dan dibuktikan berkorelasi 
positif dengan hasil uji sitotoksik pada sel kanker (Carballo et al. 2002). Larva A. 

salina digunakan sebagai hewan uji karena mudah dibiakkan dan harganya yang 
murah, waktu siklus hidup yang cepat dan  sifatnya yang peka terhadap bahan uji. 
Sifat peka A. salina disebabkan oleh keadaan membran kulitnya yang sangat tipis 
sehingga memungkinkan terjadinya difusi zat dari lingkungan yang 
mempengaruhi metabolisme dalam tubuhnya (Meyer et al. 1982). Larva A. salina 

yang digunakan sebagai hewan uji BSLT yang berumur 24 jam karena 
pembelahan A. salina pada rentang waktu 0-24 jam mengalami pembelahan sel 
yang cepat seperti pembelahan sel kanker (Anderson et al. 1991). Beberapa hal 
yang menentukan keakuratan nilai toksisitas yang didapatkan antara lain, suhu 
inkubasi telur dan suhu air laut, umur larva yang digunakan, dan salinitas air laut 
yang digunakan (Sargeloos et al. 1978).  

Hasil BSLT menunjukkan ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74, HAA-01 
dan HAL-13 bersifat toksik dan berpotensi sebagai antikanker. Ekstrak kasar 
metabolit isolat HAL-74 bersifat paling toksik, hal ini terlihat dari nilai LC50. Nilai 
LC50 ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74 lebih kecil dibanding ekstrak kasar 
metabolit HAL-13 dan HAA-01. Nilai LC50 berbanding terbalik dengan 
toksisitasnya, semakin kecil nilai LC50 semakin toksik suatu ekstrak. Hasil uji 
BSLT ini sesuai dengan hasil uji aktivitas antikanker. Ekstrak kasar metabolit  
HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 mampu menghambat pertumbuhan sel kanker 
HeLa. Kemampuan tiap ekstrak dalam menghambat pertumbuhan sel kanker 
berbeda-beda, hal ini terlihat dari perbedaan Nilai IC50. Ekstrak kasar metabolit 
isolat HAL-74 menunjukkan aktivitas antikanker terbaik, diikuti HAL-13 dan 
HAA-01.  

Uji sitotoksisitas antikanker dapat dilakukan secara in vivo dengan 
menggunakan hewan model atau secara in vitro dengan menggunakan  selkultur 
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(cellline). Sel kultur adalah sel yang digunakan dalam penelitian yang 
dikembangkan dan ditumbuhkan atau berploriferasi pada media kutur secara in 

vitro. Pada penelitian ini digunakan sel HeLa sebagai model sel kanker serviks. 
Sel HeLa merupakan continous cell line yang terinfeksi oleh Human Papiloma 

Virus (HPV) yang memiliki gen p53 dan p105Rb dalam bentuk wild type. Protein 
E6 dan E7 yang berasal dari HPV memodulasi sejumlah protein seluler yang 
berperan dalam apoptosis dan proliferasi sel. Aktivitas proliferasi yang berlebihan 
pada sel HeLa diakibatkan oleh ikatan antara protein E6 yang berikatan dengan 
gen p53 sehingga mempercepat degradasi p53 dan stimulasi aktivitas enzim 
telomerase. Protein E7 berperan dalam meningkatkan aktivitas proliferasi sel 
melalui hiperfosforilasi p105Rb (DeFilipis et al. 2003). 

Mekanisme aktivitas antikanker berbeda-beda tergantung dari jenis 
komponennya. Suatu senyawa bioaktif bersifat sitotoksik umumnya bersifat 
nukleofilik, sehingga dapat memblok reaksi kovalen antara derivat karsinogen 
yang elektrofilik dengan DNA (Murakami et al. 1999). Mekanisme kerja 
antikanker melalui beberapa cara yaitu sebagai antimetabolit, membentuk ikatan 
kovalen dengan DNA, membentuk ikatan nonkovalen dengan DNA dan 
menghambat fungsi khromatin (Pratt et al. 1994). Senyawa antikanker 
mempunyai mekanisme yang berbeda dalam menghambat sel–sel kanker. 
Senyawa–senyawa antikanker dibagi menjadi beberapa kelompok berdasarkan 
targetnya. Senyawa antikanker yang berkaitan dengan siklus sel dibagi menjadi 2 
macam, yaitu senyawa antikanker yang membunuh atau menghambat terjadinya 
siklus sel tertentu dan pada fase tertentu saja, misalnya menghancurkan benang 
spindel sehingga pembelahan sel terhenti pada metafase (benang spindel terbentuk 
dari mikrotubul pada metaphase). Perhentian pada metafase menyebabkan 
kematian sel. Sedangkan mekanisme senyawa antikanker yang lain  tidak hanya 
bekerja pada satu fase saja. Kerjanya adalah membunuh sel yang terlibat dalam 
siklus sel juga sel-sel di luar siklus sel dengan cara merusak kromosom, 
menghambat kerja hormon, meningkatkan fungsi sel T, mengikat DNA dan 
merusaknya (Stringer 2001).  

Banyak penelitian yang menunjukkan bahwa mikroba yang berasosiasi 
dengan spons menghasilkan senyawa antikanker. Mikroba tersebut diantaranya 
adalah bakteri dan  fungi. Mikroba–mikroba ini diisolasi dari berbagai perairan di 
dunia. Salah satu bakteri yang menghasilkan senyawa antikanker adalah Bacillus 

pumilus AAS3 yang diisolasi dari spons Acanthella acuta (Ramm et al. 2004). 
Senyawa antikanker yang dihasilkan mikroba yang berasosiasi dengan spons 
termasuk dalam kelompok quinon, steroid, asam lemak ester, asam lemak, 
diketopiperazin, alkaloid, terpenoid, terpen, trikoverroid, trunan prodigiosin, 
diglukosil-gliserol, poliketid, siklopeptida, glikogliserolipid dan turunan asam 
benzoid (Thomas et al. 2010). 

 Bakteri yang menghasilkan senyawa bioaktif mempunyai gen yang 
menyandikan enzim Poliketida Sintase (PKS) dan Nonribosom Peptida Sintetase 
(NRPS). PKS dan NRPS merupakan dua jenis enzim yang berperan dalam sintesis 
bahan alam pada banyak bakteri, cendawan, dan tanaman (Cane et al. 1998; 
Moffit dan Neilan 2003). Banyak senyawa bioaktif yang dihasilkan termasuk ke 
dalam golongan peptida atau makrolida dan alkaloid dan sintesis oleh PKS dan 
atau NRPS (Kehr et al. 2011). Potensi genetik ketiga isolat bakteri asal spons 
dalam penelitian ini dipelajari dengan mendeteksi keberadaan gen penyandi 
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domain A dari kompleks NRPS, sedangkan deteksi keberadaan gen penyandi 
domain KS dari kompleks PKS telah dilakukan oleh Banoet (2011). Domain 
ketonase (KS) merupakan domain yang biasanya ada pada masing-masing modul 
dan menunjukkan tingkat konservasi yang paling tinggi di antara semua domain 
pada gen PKS (Kim dan Fuerst 2006).  Domain adenilasi (A) merupakan domain 
dengan tingkat konservasi tertinggi dibanding domain yang lain pada gen NRPS 
(Schirmer et al. 2005). Hasil penelitian Banoet (2011) menunjukkan bahwa isolat 
bakteri HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 terdeteksi memiliki fragmen DNA 
penyandi domain ketosintase (KS) yang merupakan gen penyandi kompleks gen 
PKS. Analisis genetik gen penyandi domain A menunjukkan hanya isolat Hal-74 
dan HAA-01 yang terdeteksi memiliki fragmen DNA penyandi domain A. 

 Keberadaan gen penyandi domain KS dan domain A pada isolat HAL-74 
dan HAA-01 memungkinkan adanya hibrid PKS dan NRPS. Adanya hibrid PKS-
NRPS ini sangat menarik karena akan menambah variasi kombinasi modul 
biosintesis dalam menghasilkan berbagai senyawa bioaktif karena jumlah dan 
jenis modul pada PKS maupun NRPS menentukan variasi struktur peptida dan 
poliketida yang dihasilkannya.Hibrid antara PKS dan NRPS terjadi apabila 
ditemukan domain PKS atau NRPS dalam satu jalur biosintesis yang sama dalam 
memproduksi senyawa bahan alam yang sama baik poliketida maupun peptida 
nonribosom. Banyak produk alam disintesis melalui hibrid PKS dan NRPS. 
Produk sistem hibrid PKS-NRPS antara lain sintesis antibiotik rapamicin yang 
terdiri dari 12 modul PKS dan 1 modul NRPS (Aparicio et al. 1996). Sintesis 
yersinia bactin juga melalui hibrid PKS dan NRPS yang terdiri dari 1 modul PKS 
dan 3 modul NRPS (Cane dan Walsh 1999). Bleomycin (BLM), suatu senyawa 
antibiotik antikanker yang dihasilkan Streptomyces verticillus dan diturunkan dari 
BLM megasynthetase yang mengandung 1 modul PKS dan 10 modul NRPS 
module (Shen et al. 2001).  

 Hasil analisis bioinformatika menunjukkan sekuen asam amino penyusun 
domain A isolat HAL-74 memiliki homologi sebesar 96% dengan domain peptida 
sintetase dari kluster gen NRPSComamonas sp. POUX dan sekuen domain A 
isolat HAA-01 memiliki dengan homologi sebesar 99% dengan domain peptida 
sintetase B. Subtilis (Tabel 9). Genus Bacillus diketahui merupakan penghasil 
senyawa metabolit antimikrob dan sitotoksik. Awalnya genus ini sering 
ditemukan di darat namun juga dilaporkan diisolasi dari bentos laut dan karang 
lunak (Kapley et al. 2007) dan spons laut (Hentschel et al. 2001). B. subtilis telah 
dilaporkan oleh Deng et al. (2011) mampu menghasilkan senyawa antimikrob 
yang menghambat pertumbuhan Erwinia carotovora.  
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SIMPULAN DAN SARAN 

Simpulan 

Ekstrak kasar metabolit isolat HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 memiliki 
aktivitas antibakteri berspektrum luas terhadap bakteri Gram positif dan Gram 
negatif dengan nilai KHM berkisar 0.1 sampai 1 µg/mL. Aktivitas antibakteri 
ekstrak kasar metabolit HAL-74 dan HAA-01  termasuk sedang (moderat) 
sedangkan aktivitas antibakteri ekstrak kasar metabolit HAL-13 termasuk lemah. 
Uji kandungan senyawa kimia terhadap ekstrak kasar metabolit bakteri yang 
berasosiasi dengan  spons menunjukkan ekstrak kasar metabolit HAL-13 dan 
HAA-01 mengandung steroid dan HAL-74 mengandung flavonoid. Ekstrak kasar 
metabolit HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 bersifat toksik terhadap larva A. salina 
dengan nilai LC50 berkisar 345.37 sampai 556.55 μg/mL. Ekstrak kasar metabolit 
HAL-74, HAA-01 dan HAL-13 mampu menghambat sel kanker Hela. Ekstrak 
HAL-74 memiliki aktivitas antikanker terbaik dengan nilai IC50 sebesar 134.9 
µg/mL. Isolat HAL-74 dan HAA-01 terdeteksi memiliki DNA penyandi domain 
A dengan ukuran 1000 pasang basa. Sekuen domain A dari isolat HAL-74 
memiliki homologi dengan Comamonas sp. POUXsebesar 96% dan HAA-01 
memiliki homologi dengan B. subtilis sebesar 99%. 

 

Saran 

Perlu dilakukan pemurnian ekstrak kasar metabolit bakteri untuk 
mendapatkan senyawa yang lebih murni dan dilakukan uji selektivitas terhadap 
sel normal untuk mengetahui keamanan dari ekstrak kasar metabolit bakteri. 
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LAMPIRAN 

Lampiran1 Penghitungan% kematian dan nilai LC50 BSLT ekstrak kasar metabolit 
bakteri yang berasosiasi dengan spons 

 
HAL-74 
 

   Konsentrasi ekstrak 
(µg/mL) 

Log 
konsentrasi 

Rata-rata % 
kematian 

Rata-rata 
probit 

0 0 0 0 
10 1 0 0 
100 2 15 3.94 
250 2.39 43.33 5.36 
500 2.69 100 8.09 
1000 3 100 8.09 

    HAA-01 
 

   Konsentrasi ekstrak 
(µg/mL) 

Log 
konsentrasi 

Rata-rata % 
kematian 

Rata-rata 
probit 

0 0 0 0 
10 1 0 0 
100 2 6.66 2.24 
250 2.39 13.33 3.88 
500 2.69 36.66 4.65 
1000 3 100 8.09 
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HAL-13 
 

   Konsentrasi ekstrak 
(µg/mL) 

Log 
konsentrasi 

Rata-rata % 
kematian 

Rata-rata 
probit 

0 0 0 0 
10 1 6.66 3.48 
100 2 16.66 4.02 
250 2.39 40 4.75 
500 2.69 58.33 5.21 
1000 3 100 8.09 

 
Contoh penghitungan persentase kematian larva  A. salina 

 

Jumlah larva awal (C)   = 20  
Jumlah larva mati perlakuan (A) = 8 
Jumalah larva mati pada kontrol (B) = 0 
 

% kematian = x 100% 
   

= x 100 % 

   
  =  40 % 
 
Contoh Penghitungan LC50 
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Perhitungan LC50 :  

y = 3.032x-1.352 

5= 3.032x-1.352 

x = 2.094 

10x = 124.35 

LC50 = 124.35 μg/mL 

 

 
 

Perhitungan LC50 :  

y = 2.420x-1.326 

5= 2.420x-1.326 

x = 2.614 

10x = 556.55 

LC50 = 556.55 μg/mL 
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Perhitungan LC50 :  

y = 2.154x+0.280 

5=  2.154x+0.280 

x = 2.191 

10x =  448. 437 

LC50 = 448. 437μg/mL 

 
Lampiran 2 Penghitungan persentase penghambatan sel HeLa dan IC50 

 

Konsentrasi 
ekstrak (µg/mL) 

Rata-rata nilai absorban sel 
HeLa Rata-rata % Penghambatan 

HAL-74 HAA-01 HAL-13 HAL-13 HAL-74 HAA-01 
7.812 0.396 0.505 0.389 28.82 27.48 7.61 
15.625 0.382 0.477 0.376 31.26 30.04 12.67 
31.25 0.333 0.439 0.361 33.94 39 19.62 
62.5 0.317 0.414 0.341 37.65 42.04 24.25 
125 0.303 0.402 0.327 40.21 44.54 26.5 
250 0.037 0.371 0.287 47.41 93.17 32.11 
500 0.034 0.305 0.21 61.6 93.78 44.18 
1000 0.011 0.012 0.044 91.95 97.92 97.8 

 

Contoh penghitungan % penghambatan 

Nilai absorban kontrol (B)  = 0.547 

Nilai absorban perlakuan (A)  = 0.287 

y = 2.154x + 0.280 
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% Penghambatan = 1 x 100% 

   = 1-  x 100 % 

   = 48 % 

Contoh Penghitungan IC50 
 

 
 
Perhitungan IC50 :  

y = 0.073x+40.15 

50= 0.073x+40.15 

x = 134.9 

IC50 = 134.9 μg/mL 

 

y = 0.073x + 40.15 
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Perhitungan IC50 :  

y = 0.080x+12.95 

50= 0.080x+12.95 

x = 463.125 

IC50 = 463.125 μg/mL 

 

 

Perhitungan IC50 :  

y = 0.060x+31.46 

50= 0.060x+31.46 

x = 309 

IC50 = 309 μg/mL 

 

 
 

y = 0.080x + 12.95 
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Lampiran 3 Pengeditan Sekuen Nukleotida Gen Penyandi Domain A dengan Bioedit 
 
HAL-74 FORWARD 
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HAL-74 REVERSE 
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HAA-01 REVERSE 
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Lampiran 4 Sekuen Nukleotida Gen Penyandi Domain A 

Isolat HAL-74 
 
ATCCGGAAGGCCAGTGCAAGCACGTCCTCCGGTTCCGGTACATGCGAT
CGCCCCGGCACGGAATGGATCTTGTAAAAACTTCTCTTCCGTTAATTCA
GGCAAATGCAAATAGCCTCGGGCCCACACCGCTCTCCCGCGATATAAA
GCTCACCCGCCACGCCTTCAGGCTGCAGCCGGCCTTTTTGATCCAAAA
TATATAAGCGGTTATTCCCCAGCGCTTTCCCGATCGGCACATACGCTG
ATTGAACTGCATTCTCAGGGATAACCGGATGAACAGACGCGTCAACGC
ACGTTTCAGTCGGCCCGTACACATTAGTCAAACGCGGCGCTGTGCCGG
CTTCTTTAAACAGCTTCAGCAGCTTGTCCGCAACAACAGATGACAGGC
CTTCTCCTCCGATCAGCATGTGCTTCAGTTTTAGGCCTTCAAAATCGCC
CGCTGCTGCCAGCATTTGCAAATGAGCCGGTGTTCCATCCGTCGCCTC
AATGCTGTTTCTCCGATAATATGTAGCAAGGGCGGTCCCGTTCGTCACT
GTTTTCTTCGGTACGATATAAAGGGTTTGTCCCAAAAGAAGCGACGCG
AAGATCTGCTTCACTGACGCATCAAAGTGGAACGGCGCAAGCAATGCC
ATCCGCAGGGTTTGGCTGCCGCTTTGGTAAATCGTCTGCTGCAGAGAT
TCAACCAAATGATGAACCTGGCGATGCTCGATCATAACGCCTTTCGGA
CGTCCGGTTGTTCCCGATGTGTAAATAATGTAGGCAAGATTCCGCGCG
TTTACATCAGCCTCCGTCATATCGTCTGCACCTTCCGCAATTGCCTGAT
CTAAGTCAATCAGCTCAGCATCGGCTTCAGGCGCTGCAACCTTCGATT
CAGTCAGGATGAAGTCCGCCCCGCAGTCCTCCAAAATATATTGAATCC
GCTCTGCAGG 
 
Isolat HAA-01 
 

AAGCCAGTGCAGCACGTCTCCGGTCCGGTACATGCGATCGCCCG
GCACGAATGGATCTTGTAAAAACTTCTCTTCCGTTAATTCAGGCAAAT
GCAAATAGCCTCGGCCCACACCGCTCTCCCGCGATATAAAGCTCACCC
GCCACGCCTTCAGGCTGCAGCCGGCCTTTTTGATCCAAAATATATAAG
CGGTTATTCCCCAGCGCTTTCCCGATCGGCACATACGCTGATTGAACTG
CATTCTCAGGGATAACCGGATGAACAGACGCGTCAACGCACGTTTCAG
TCGGCCCGTACACATTAGTCAAACGCGGCGCTGTGCCGGCTTCTTTAA
ACAGCTTCAGCAGCTTGTCCGCAACAACAGATGACAGGCCTTCTCCTC
CGATCAGCATGTGCTTCAGTTTTAGGCCTTCAAAATCGCCCGCTGCTGC
CAGCATTTGCAAATGAGCCGGTGTTCCATCCGTCGCCTCAATGCTGTTT
CTCCGATAATATGTAGCAAGGGCGGTCCCGTTCGTCACTGTTTTCTTCG
GTACGATATAAAGGGTTTGTCCCAAAAGAAGCGACGCGAAGATCTGCT
TCACTGACGCATCAAAGTGGAACGGCGCAAGCAATGCCATCCGCAGG
GTTTGGCTGCCGCTTTGGTAAATCGTCTGCTGCAGAGATTCAACCAAA
TGATGAACCTGGCGATGCTCGATCATAACGCCTTTCGGACGTCCGGTT
GTTCCCGATGTGTAAATAATGTAGGCAAGATTCCGCGCGTTTACATCA
GCCTCCGTCATATCGTCTGCACCTTCCGCAATTGCCTGATCTAAGTCAA
TCAGCTCAGCATCGGCTTCAGGCGCTGCAACCTTCGATTCAGTCAGGA
TGAAGTCCGCCCCGCAGTCCTCCAAAATATATTGAATCCGCTCTGCAG
GAAAACCCGGATCAATCGGGACATAAGCCC
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