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Abstract
A major compound EA-2-1 has been isolated from etil acetat fraction of marine sponge Petrosia nigrans. Isolation and purification of compound were  done by chromatography method followed by recrystallization. EA-2-1 was obtained as white needless (17 mg) melted at 119-1200C. Based on data from chemical reaction with Lieberman Bourchard, ultraviolet and infrared spectra suggested the compound is  belong to terpenoid group. The result of antibacterial activity test of  EA-2-1  showed the activity against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli is low.
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Pendahuluan
Indonesia merupakan negara kepulauan yang memiliki sumber daya alam hayati laut yang besar. Salah satu sumber daya alam tersebut adalah terumbu karang yang merupakan bagian dari ekosistem laut, dan merupakan sumber kehidupan bagi beranekaragam biota laut. Di dalam ekosistem terumbu karang hidup beribu-ribu jenis karang, beratus-ratus jenis ikan dan berpuluh–puluh jenis Molusca, Crustaceae, Spon, Alga, dan biota lainnya (Amir, 1999).

Spon merupakan salah satu invertebrata laut yang hidup pada terumbu karang yang mempunyai potensi bioaktif yang belum banyak dimanfaatkan dalam berbagai keperluan, terutama obat-obatan. Spon laut tergolong kedalam Filum Porifera yang merupakan hewan multiseluler paling sederhana dengan bentuk tubuh dan warna yang beraneka ragam (Jasin, 1992).

Dari penelusuran pustaka diketahui bahwa hewan laut ini mengandung senyawa kimia dengan bioaktivitas yang beraneka ragam antara lain : Discodermolide yang memiliki aktivitas antikanker, Manoalide yang memiliki aktivitas antiinflamasi, Manzamine-A yang memiliki aktivitas sitotoksik (Hillisch,2002), Spongouridin yang memiliki aktivitas antivirus (Hermans, 1987), dan Taraxeron yang memiliki aktivitas antibakteri (Sutedja, et.al, 2005).
Salah satu spon laut yang memiliki kandungan senyawa bioaktif adalah Petrosia nigrans (Marinlit,2001; Suparno,2005). Hewan ini dikoleksi dari Perairan Painan, sekitar Pulau Babi, Kabupaten Pesisir Selatan, Sumatera Barat dan telah diidentifikasi di Museum Zoologi Amsterdam Belanda. Dari informasi data base Marinlit dan data lainnya ternyata belum ditemukan laporan tentang kandungan kimia dari spesies Petrosia nigrans.  Hasil uji pendahuluan terhadap ekstrak metanol dan masing-masing fraksi ekstrak sampel dari spesies ini memperlihatkan aktivitas sebagai antibakteri. Bakteri uji yang digunakan adalah Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Eschericia coli, Pseudomonas auruginosa. Berdasarkan hal tersebut dicoba untuk melakukan isolasi senyawa kimia utama dalam hal ini dari fraksi semi polar dan menguji aktivitas antibakteri dari hasil isolasi spon laut Petrosia nigrans. 
Pemisahan senyawa kimia dilakukan dengan metoda kromatografi kolom yang dimonitor dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Senyawa yang telah dipisahkan dengan kromatografi kolom dimurnikan dengan cara rekristalisasi (Gritter,et.al,1991). Uji aktivitas antibakteri senyawa kimia hasil isolasi dilakukan dengan metoda difusi agar. Karakterisasi senyawa kimia hasil isolasi dilakukan secara organoleptis, pemeriksaan sifat fisika, reaksi kimia, KLT dan sifat fisiko kimia yang meliputi pemeriksaan spektroskopi Ultraviolet-Visibel dan spektroskopi Inframerah (Clifford,1982; Crews, 1998).

Metodologi Penelitian
Pengambilan Sampel
Sampel diambil dari Pulau Babi pada kedalaman 4-6 m, Kabupaten Pesisir Selatan, Sumatera Barat. 

Identifikasi Sampel

Identifikasi sampel dilakukan di Museum Zoologi Amsterdam Belanda oleh Dr.R.W.M.van Soest. Voucher sampel disimpan dengan nomor koleksi ZMAPOR 18572 dan nomor koleksi DH 33.

Vaucher spesimen disimpan di laboratorium Kimia Bahan Alam Fakultas Farmasi Universitas Andalas Padang Sumatera Barat.
Tehnik Analisis
Titik leleh ditentukan dengan alat Fisher, spectrum UV/Vis dicatat dengan alat spektrofotometer Ultraviolet-Visibel Pharmaspec 1700 (Shimadzu®),, spektrum infra merah dicatat dalam lempengan KBr menggunakan spektrometer infra merah (Perkin Elmer F-T IR Spektrum one).
Ekstraksi

Sebanyak 1 kg spon laut Petrosia nigrans dirajang halus, dimaserasi dengan metanol sebanyak 1 L.  Perendaman dilakukan selama 3-5 hari dengan beberapa kali pengulangan dan sesekali dikocok. Sampel yang dimaserasi tersebut kemudian disaring kemudian pelarut dari gabungan maserasi diuapkan in vacuo sampai kental hingga didapat ekstrak kental sebanyak 41,67 g. Ekstrak tersebut ditambahkan air suling sebanyak 1000 ml.

Fraksinasi dilakukan dengan pelarut yang berbeda tingkat kepolarannya di dalam corong pisah. Fraksinasi diawali dengan pelarut non polar n-heksana sebanyak 5 x 150 ml, sehingga diperoleh fraksi n-heksana dan fraksi air. Fraksi n-heksana diuapkan dengan rotary evaporator dan diperoleh  fraksi kental n-heksana sebanyak 640 mg. Fraksinasi berikutnya dengan pencampuran dengan pelarut semi polar etil asetat sebanyak 7 x 150 ml sehingga diperoleh fraksi etil asetat dan fraksi air. Fraksi etil asetat kemudian diuapkan dengan rotary evaporator dan diperoleh fraksi kental etil asetat sebanyak 1,4 g. Fraksi air selanjutnya difraksinasi dengan n-butanol sebanyak 8 x 150 ml, sehingga diperoleh dua fraksi, yaitu fraksi n-butanol dan fraksi air. Fraksi n-butanol diuapkan dengan rotary evaporator dan didapatkan fraksi kental n-butanol sebanyak 2,4 g. Kemudian masing-masing diuji aktivitas antibakteri.

Uji Aktivitas antimikroba 
Pengujian anktivitas antimikroba menggunakan bakteri uji: bakteri uji Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 8739), dan Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) (Bakteri uji diperoleh dari Laboratorium Kesehatan Sumatera Barat).

Metode difusi (Lay, 1994)
Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak metanol dilakukan dengan metoda difusi agar. Sebanyak 100 (l (0,1 ml) suspensi bakteri dipipet dengan pipet mikro dimasukkan ke dalam cawan Petri steril kemudian masukkan media NA dalam kondisi cair sebanyak 12 ml untuk bakteri. Kemudian goyang cawan Petri hingga homogen, dan biarkan memadat. Selanjutnya letakkan kertas cakram steril yang mengandung 10 μl larutan uji di atas permukaan media. Inkubasi pada suhu 37oC untuk bakteri selama 18-24 jam. Diamati adanya pertumbuhan bakteri dan diukur diameter hambat dengan jangka sorong. Sebagai kontrol negatif digunakan kertas cakram steril yang mengandung DMSO 10 μl. Sedangkan sebagai pembanding digunakan kloramfenikol  0,3% untuk bakteri masing-masing sebanyak 10 μl.

Penentuan KHM  dengan Metoda  Dilusi (Lay, 1994)


Pada lubang ke-1 Microtiterplate 96-Well dimasukkan 180 (l suspensi kultur bakteri, sedangkan pada lubang nomor 2-6 dimasukkan 100 (l, pada lubang ke 7 dan ke 8 dimasukkan berturut-turut 90 (l untuk kontrol positif dan kontrol negatif. Kemudian pada lubang pertama ditambahkan 20 (l sampel dihomogenkan dengan cara mengaduk dengan pipet mikro, kemudian dipipet 100 (l suspensi dari lubang pertama dan dimasukkan pada lubang kedua dan dihomogenkan, dari lubang kedua dipipet 100 (l dan dimasukkan ke lubang ketiga dan dihomogenkan begitu seterusnya sampai pada lubang ke-6, 100 (l terakhir dibuang, Untuk kontrol positif ditambahkan 10 (l kloramfenikol dengan konsentrasi 12 ppm pada lubang ke-7 dan 10 (l DMSO pada lubang ke-8 sebagai kontrol negatif. Lakukan inkubasi dari Microtiter plate 96-Well di lemari aseptis selama 24 jam pada suhu 25-27 0C. Pengamatan dilakukan secara visual dengan melihat tidak adanya  kekeruhan yang menunjukkan tidak terjadi pertumbuhan bakteri, konsentrasi yang menyebabkan tidak terjadinya pertumbuhan bakteri merupakan nilai KHM nya.

Hasil dan Pembahasan
Pada uji pendahuluan yang telah dilakukan, ekstrak metanol 1 % b/v dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji dengan diameter hambat 7 mm terhadap Staphylococcus aureus (kontrol positif : 11 mm), 9 mm terhadap Staphylococcus epidermidis (kontrol positif : 20 mm), 7 mm terhadap Escherichia coli (kontrol positif : 30 mm)  dan 6 mm terhadap Pseudomonas auruginosa (kontrol positif : 12 mm)  (tabel 1). 

Dari hasil uji aktivitas antibakteri pada masing-masing fraksi ekstrak, setiap fraksi memperlihatkan adanya daya hambat bakteri. Fraksi n-heksana memberikan KHM 1000 ppm terhadap setiap bakteri, fraksi etil asetat memberikan KHM 500 ppm terhadap Pseudomonas auruginosa dan KHM 1000 ppm terhadap bakteri lainnya. Sedangkan fraksi n-butanol memberikan KHM 500 ppm terhadap Eschericia coli dan Staphylococcus epidermidis dan KHM 1000 ppm terhadap bakteri lainnya (tabel 2).  

Isolasi  fraksi etil asetat dilakukan dengan metode kromatografi kolom dengan fase diam silika gel 60 (Merck®) dan fase gerak n-heksana : etil asetat (9:1, 8:2, 7:3, 3:2, 1:1), etil asetat 100 %, etil asetat : metanol (9:1, 8:2, 7:3, 3:2, 1:1) dan terakhir dengan metanol 100 %, yang menghasilkan 10 fraksi yaitu EA-1 sampai dengan EA-10. Fraksi EA-2 mengalami pengkristalan di dasar vialnya. 
Fraksi yang telah menunjukkan hampir satu noda pada plat KLT, direkristalisasi dengan menggunakan sistem dua pelarut yang tidak bercampur, dimana senyawa yang akan direkristalisasi mudah larut dalam satu pelarut dan sukar larut atau tidak larut sama sekali di dalam pelarut lainnya. Pada penelitian ini digunakan beberapa campuran pelarut seperti n-heksana, etil asetat, dan metanol. Isolat dicuci dengan menggunakan  satu pelarut atau campuran beberapa pelarut dilakukan berulang-ulang kali, sehingga diperoleh senyawa murni yang menunjukkan satu noda bila dimonitor dengan plat KLT. 

Fraksi EA-2 direkristalisasi dengan menggunakan beberapa pelarut campur yaitu n-heksana, etil asetat dan metanol. Fraksi dengan berat 57 mg ini memperlihatkan satu noda dibawah lampu UV254 pada plat KLT dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1), tapi setelah disemprot dengan pereaksi LB ternyata memberikan dua noda, dimana Rf kedua senyawa itu hampir sama. Maka pemisahan dilanjutkan menggunakan kromatografi kolom. Fasa diam yang digunakan adalah silika gel 60 (Merck®) dan fasa geraknya n-heksana : etil asetat (8:2, 7:3, 3:2, 1:1). Eluat yang keluar ditampung pada vial, ternyata fraksi EA-2-1 dan EA-2-2 mengkristal pada dasar vial, kemudian direkristalisasi dengan menggunakan beberapa pelarut campur yaitu n-heksana, etil asetat dan metanol.

Fraksi EA-2-1 dengan berat 17 mg memperlihatkan satu noda dibawah lampu UV254 pada plat KLT dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1), dan setelah disemprot dengan pereaksi LB ternyata memberikan satu noda. Sedangkan fraksi EA-2-2 dengan berat 12 mg juga memperlihatkan satu noda dibawah lampu UV254 pada plat KLT dengan eluen n-heksana : etil asetat (4:1), kemudian disemprot dengan pereaksi LB ternyata memberikan satu noda. Karena jumlahnya sedikit, fraksi AE-2-2 tidak dapat diteliti lanjut.
Metoda yang digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri terhadap senyawa EA-2-1 adalah metoda difusi agar. Metoda ini dipilih karena pengerjaannya sederhana dan hasil yang didapat cukup teliti dalam menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dari senyawa hasil isolasi. 

Bakteri yang digunakan dalam uji disuspensikan dalam NaCl fisiologis, lalu dihomogenkan dengan vorteks mixer, kemudian diukur kekeruhannya sehingga didapatkan transmitan 25 % pada λ 580 nm. Kekeruhan suspensi bakteri harus terukur untuk memberikan keseragaman populasi bakteri dalam suspensi bakteri uji, sehingga uji yang dilakukan memberikan hasil yang akurat. Pada uji ini aktivitas antibakteri ditunjukkan dengan terbentuknya daerah bening disekitar cakram yang diberi senyawa uji yang menandakan bahwa tidak ada mikroba yang tumbuh pada daerah tersebut.    

Pada metoda ini digunakan kloramfenikol sebagai kontrol positif untuk pengujian aktivitas antibakteri, karena merupakan salah satu antibiotika yang mempunyai spektrum kerja yang luas. Antibiotika ini dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram positif maupun bakteri gram negatif dengan cara menghambat sintesa protein bakteri.

Bakteri uji yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri adalah bakteri Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, dan Escherichia coli, bakteri ini digunakan karena sudah mewakili bakteri gram positif dan gram negatif selain itu juga merupakan mikroorganisme patogen yang dapat menginfeksi tubuh manusia sehingga dapat menyebabkan timbulnya berbagai macam penyakit. Staphylococcus aureus dan Staphylococcus epidermidis merupakan bakteri kokus penghasil nanah yang dapat menyebabkan infeksi pada kulit, pneumonia, hemolisis darah dan mengkoagulasi plasma. Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri yang dapat menyebabkan infeksi pada luka dan luka bakar, infeksi saluran kemih dan infeksi saluran pernafasan. Sedangkan Escherichia coli merupakan salah satu bakteri koliform yang menyebabkan diare dan disentri.

Uji aktivitas antibakteri senyawa hasil isolasi dengan metoda difusi agar menunjukkan bahwa senyawa EA-2-1 memperlihatkan aktivitas yang lemah, karena pada konsentrasi 10 % pada masing-masing bakteri ternyata hanya memberikan diameter hambat sebesar 10 mm terhadap bakteri Staphylococcus aureus, 8 mm terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis, 11 mm terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa, dan 9 mm terhadap bakteri Escherichia coli. Diduga masih terdapat senyawa minor lainnya pada fraksi etil asetat yang memeiliki aktivitas antibakteri lebih kuat dibandingkan senyawa EA-2-1 (tabel 3).
Karakterisasi senyawa EA-2-1 meliputi penentuan jarak leleh menggunakan alat Fisher-Johns Melting Point Apparatus, diketahui bahwa EA-2-1 memiliki jarak leleh 119-120 (C. Pemeriksaan titik leleh ini dilakukan tiga kali untuk memastikan bahwa hasil yang didapat akurat. Jarak leleh 1-2 (C menunjukkan bahwa senyawa ini telah murni.

Penentuan kemurnian senyawa dilanjutkan dengan cara KLT menggunakan beberapa jenis eluen yang berbeda.. Pada eluen n-heksana : etil asetat (4:1) memberikan Rf = 0,52 kemudian pada eluen diklormetana : etil asetat (9:1) memberikan Rf = 0,56 sedangkan pada eluen kloroform : etil asetat (9:1) memberikan Rf = 0,58. Selanjutnya kemurnian senyawa ditegaskan dengan cara KLT menggunakan metoda “Multiple developing system”. Metoda ini merupakan salah satu cara untuk mengetahui kemurnian suatu senyawa hasil isolasi, dimana senyawa murni akan menunjukkan pola KLT satu noda meskipun dilakukan pengelusian berulang-ulang pada plat KLT sepanjang 10 cm. Profil KLT senyawa EA-2-1 dengan plat KLT menunjukkan bahwa senyawa ini tetap menunjukkan satu noda setelah dielusi secara berulang dengan pelarut n-heksana : etil asetat (9:1).

Penentuan golongan senyawa hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan beberapa pereaksi kimia. Pereaksi Liebermann Bourchard memberikan reaksi positif dengan warna merah muda, pereaksi H2SO4 10 %/MeOH memberikan reaksi positif dengan warna merah muda, kemudian pereaksi vanilin asam sulfat juga memberikan reaksi positif dengan warna merah muda. Dari hasil reaksi tersebut maka senyawa EA-2-1 adalah golongan terpenoid.
Pemeriksaan spektroskopi Ultraviolet-Visibel digunakan untuk mengetahui panjang gelombang maksimum dari senyawa hasil isolasi dan menentukan posisi gugus kromofor yang memberikan serapan maksimum pada panjang gelombang tertentu serta memperkirakan transisi elektron yang menimbulkan spektrum tersebut (Silverstein, 1987). Senyawa EA-2-1 dalam pelarut metanol menunjukkan serapan maksimum pada 273,6 nm (Abs = 0,722) dan 282,6 nm (Abs = 0,747). Serapan pada panjang gelombang tersebut diduga menunjukan adanya transisi elektron dari ( ( (* yang dapat diberikan oleh gugus yang mengandung atom C=C, jika dihubungkan dengan spektum inframerah senyawa EA-2-1 menunjukkan bahwa absorbsi maksimum yang dihasilkan berasal dari adanya  cincin C=C alifatis pada sistem diena yang tersubstitusi dengan gugus OH dan substitusi Alkil/(C-H). (gambar 1). 

Pemeriksaan spektrum Inframerah bertujuan untuk mengetahui gugus fungsi  yang dikandung senyawa tersebut (33, 34, 35). Senyawa EA-2-1 memberikan pita-pita serapan pada bilangan gelombang 3424 cm-1 (regang 0-H), 2958 cm-1  dan 2870 cm-1 (regang C-H),  1656 cm-1(regang C=C alifatis), 1464 cm-1 dan 1381 cm-1(lentur C-H) yang diperkuat oleh serapan pada bilangan gelombang sekitar 3000 cm-1 dan 2700 cm-1, yaitu pada bilangan gelombang 2958 cm-1 dan 2870 cm-1 yang menunjukkan adanya substitusi alkil, 959-603 cm-1 (lentur C-H) (Silverstein, 1987) (gambar 2). 

Tabel 1.   Hasil Pemeriksaan Pendahuluan Aktivitas Antibakteri dari Ekstrak Metanol Spon laut Petrosia nigrans dengan Metoda Difusi Agar

	
Bakteri
	Diameter Hambat Ekstrak Metanol

(1% b/v)
	Diameter Hambat K+
	Diameter Hambat K-

	
	(mm)
	(mm)
	(mm)

	SA
	7 
	11 
	- 

	SE
	9
	20 
	- 

	EC
	7 
	30 
	- 

	PA
	6 
	12 
	- 


Keterangan :

· SA
: Staphylococcus aureus 
· SE
: Staphylococcus epidermidis 
· EC
: Escherichia coli  

· PA
: Pseudomonas aeruginosa 
· Kontrol positif (K+)   : Kloramfenikol 0,3%b/v

· Kontrol negatif (K-)   : DMSO

Tabel 2.   Hasil Pemeriksaan Pendahuluan Aktivitas Antibakteri dari Fraksi Ekstrak Spon laut Petrosia nigrans dengan Metoda Dilusi

	No
	Sampel
	Bakteri
	Konsentrasi (ppm)
	KHM

(ppm)

	
	
	
	1000
	500
	250
	125
	62,5
	31,25
	

	1.
	Fraksi n-Heksana
	SA
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	SE
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	EC
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	PA
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	2.
	Fraksi Etil asetat
	SA
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	SE
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	EC
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	PA
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	500

	3.
	Fraksi n-butanol
	SA
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000

	
	
	SE
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	500

	
	
	EC
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	500

	
	
	PA
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	1000


Keterangan :

· SA

: Staphylococcus aureus 
· SE

: Staphylococcus epidermidis
· EC

: Escherichia coli  



· PA

: Pseudomonas aeruginosa 
· Kontrol positif 
: Kloramfenikol 12 ppm

· Kontrol negatif
: DMSO 10 (l



· +     

: Aktif (bening)
· - 

: Tidak aktif (keruh)
Tabel 3. 
Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Senyawa EA-2-1
	Bakteri Uji
	Diameter hambat (mm)

senyawa EA-2-1
	Kontrol
	Kontrol

	 
	10%
	8%
	6%
	4%
	2%
	(+)
	(-)

	SA
	10
	9
	8,5
	7
	6
	25
	-

	SE
	8
	7,5
	6,8
	6,4
	6
	24
	-

	PA
	11
	10
	7
	6,7
	5,5
	25
	-

	EC
	9
	8,2
	7,1
	6
	5,4
	30
	-


Keterangan
:

· SA


: Staphylococcus aureus
· SE


: Staphylococcus epidermidis
· EC


: Escherichia coli

· PA


: Pseudomonas aeruginosa
· Kontrol positif (K+)
: Kloramfenikol 0,3 % b/v

· Kontrol negatif (K-)
: DMSO
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Gambar 1. Spektrum Ultraviolet Senyawa EA-2-1 dengan Pelarut Metanol
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Gambar 2.  Spektrum Inframerah Senyawa EA-2-1

Kesimpulan
1. Dari 1,4 gram fraksi kental etil asetat spon laut Petrosia nigrans didapatkan senyawa kimia utama murni yaitu senyawa EA-2-1 berbentuk kristal jarum berwarna putih sebanyak 17 mg dengan jarak leleh 119-1200C. 

2.
Berdasarkan data spektroskopi ultraviolet, inframerah dan uji beberapa pereaksi kimia antara lain Lieberman Bourchard, H2SO4 10 %/MeOH, vanilin asam sulfat, menunjukkan bahwa senyawa EA-2-1 ini adalah golongan terpenoid.

3.
Senyawa EA-2-1 dengan konsentrasi 10 % memberikan aktivitas yang lemah sebagai antibakteri dengan diameter hambat 10 mm terhadap bakteri Staphylococcus aureus, 8 mm terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis, 11 mm terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan 9 mm terhadap bakteri Escherichia coli. 
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