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Abstrak  
 

Mikroorganisme yang berasosiasi dengan organisme laut berpotensi menghasilkan senyawa metabolit 
sekunder dengan aktivitas antibakteri yang kuat. Penelitian sebelumnya telah mengisolasi bakteri Bacillus sp. 
PCAR1 dari rumput laut Eucheuma spinosum dengan potensi antibakteri terhadap bakteri Gram positif dan 
Gram negatif. Namun, potensi bioaktivitas yang dihasilkan Bacillus sp. PCAR1 khususnya sebagai antibakteri 
terhadap bakteri Staphylococcus aureus perlu dieskplorasi menggunakan metode ekstraksi kimia. Pada 
penelitian ini, sebanyak 100 mL kultur cair Bacillus sp. PCAR1 pada media nutrient broth steril diinkubasikan 
selama 5 hari dan digoyang pada kecepatan 150 rpm. Supernatan dipisahkan dari massa sel dengan 
penyaringan menggunakan kertas saring Whatman no 1. Filtrat yang diperoleh lalu diekstraksi menggunakan 
pelarut etil asetat pro analisa (1:1 v/v). Ekstrak yang diperoleh dianalisis aktivitas antibakterinya dengan 
metode Kirby-Bauer dan kandungan senyawa kimia dianalisis menggunakan metode Gas Chromatography/
Mass Spectrometry (GC/MS). Skrining antibakteri ekstrak etil asetat Bacillus sp. PCAR1 menunjukkan 
diameter zona hambat sebesar 6,23 ± 0,06 mm terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923, yang 
tergolong aktivitas antibakteri sedang. Analisis GC/MS menunjukkan ekstrak etil asetat mengandung 10 
kandungan senyawa kimia aktif yang potensial sebagai antibakteri dengan empat senyawa aktif dominan yaitu 
yaitu p-Xylene (7.26%), Ethanol, 2 – butoxy (5,36%), o-Xylene (3.14%), dan Mesitylene (3.41%). Secara 
umum, hasil ini memberikan gambaran awal potensi sintesis senyawa antibakteri oleh Bacillus sp. PCAR1.  
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Abstract  
 

[Antibacterial Activity Screening of Bacillus sp. PCAR1 from Seaweed Eucheuma spinosum against 
Staphylococcus aureus bacteria] 

Microorganisms associated with marine organisms have the potential to produce secondary metabolite 
compounds with strong antibacterial activity. Previous research has isolated Bacillus sp. bacteria encoded as 
PCAR1 from Eucheuma spinosum seaweed with antibacterial potential against Gram-positive and Gram-
negative bacteria. However, the potential bioactivity produced by bacillus sp. PCAR1, especially as an 
antibacterial against Staphylococcus aureus, still needs to be explored using chemical extraction method. In 
this research, a total of 100 mL of sterile NB liquid media containing the cell mass of Bacillus sp. PCAR1 was 
fermented for 5 days and then shaken at 150 rpm. The supernatant was separated from the cell mass by 
filtration using Whatman filter paper no.1.The filtrate was extracted using ethyl acetate pro-analytics (1:1 v/v). 
The extracts were analyzed for antibacterial activity using the Kirby-Bauer method, while the chemical 
composition of the extracts was analyzed using gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) method. 
Antibacterial screening of ethyl acetate extract of Bacillus sp. PCAR1 showed an inhibition zone of 6.23±0.06 
mm against Staphylococcus aureus ATCC 25293, which is classified as moderate antibacterial activity. GC/
MS analysis showed that the ethyl acetate extract contained 10 chemical compounds that have potential as 
antibacterial, with four dominant active compounds namely p-Xylene (7.26%), Ethanol, 2-butoxy (5.36%), o-
Xylene (3.14%), and mesitylene (3.41%). Overall, these results provide an initial overview of antibacterial 
compounds that can be synthesized by Bacillus sp. PCAR1. 
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PENDAHULUAN  
Penyakit infeksi merupakan penyakit 

yang disebabkan oleh masuknya sejumlah 
mikroorganisme ke dalam tubuh seperti 
bakteri yang bersifat patogen. Salah satu 
bakteri yang sering menimbulkan penyakit 
infeksi dengan berbagai manifestasi klinis 
yaitu bakteri Staphylococcus aureus(1). 
Bakteri ini tergolong Gram positif yang 
berbentuk kokus dan hidup sebagai flora 
normal pada manusia(2). Bakteri S. aureus 
dapat bersifat patogen dan menimbulkan 
penyakit pada manusia seperti infeksi pada 
saluran pernapasan yaitu pneumonia dan 
infeksi kulit seperti selulitis(3,4). Sejumlah 
penyakit infeksi yang disebabkan oleh S. 
aureus umumnya diobati menggunakan 
antibiotik(1,3). Penggunaan antibiotik sintetis 
dengan dosis tinggi tanpa memperhatikan 
aturan pemakaiannya dan tidak tepat 
sasaran sesuai dengan diagnosisnya dapat 
menyebabkan resistensi antibiotik(5,6).  

Eksplorasi mikroorganisme dari alam 
yang berpotensi menghasilkan senyawa 
aktif metabolit sekunder khususnya 
antibakteri perlu untuk terus digalakkan. 
Salah satu mikroorganisme dari alam yang 
memiliki potensi sebagai sumber senyawa 
antibakteri adalah bakteri endofit dari 
rumput laut Eucheuma spinosum.  
Penelitian sebelumnya melaporkan isolasi 
bakteri dengan kode PCAR1 yang 
menunjukkan potensi antibakteri 
berdasarkan skrining awal menggunakan 
metode perpendicular streak(7). 
Berdasarkan penelitian tersebut, isolat 
bakteri PCAR1 ini berbentuk kokus atau 
batang sehingga diidentifikasikan sebagai 
Bacillus sp. PCAR1. 

Sejauh ini, penelitian yang mengkaji 
kemampuan dan kandungan senyawa pada 
isolat Bacillus PCAR1 belum pernah 
dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk 
menskrining aktivitas antibakteri dari 
ekstrak etil asetat Bacillus sp. PCAR1 
terhadap bakteri S.aureus dan profiling 
ekstrak menggunakan metode Gas 
Chromatography-Mass Spectometry (GC-
MS) untuk mendapatkan gambaran 
komposisi senyawa penyusun ekstrak .  

 

METODE  
Penyegaran Isolat Bakteri  

Penyegaran isolat bakteri dilakukan 
dengan mengambil sebanyak 1 loop ose 
dari kultur murni isolat bakteri PCAR 1 
secara aseptik dan dipindahkan pada 10 mL 
media nutrient broth (Himedia) steril yang 
mengandung artificial seawater (33 gr/L). 
Kultur PCAR1 diinkubasikan selama 48 
jam pada suhu 28°C hingga dicapai 
kekeruhan sebagai pertanda kultur telah 
tumbuh. Selanjutnya, 10 mL kultur cair 
PCAR1 ini dipindahkan ke dalam labu 
erlenmeyer 250 mL yang berisi 100 mL 
media nutrient broth. Kultur bakteri 
diinkubasi pada suhu ruangan selama 5 hari 
dan digoyang menggunakan shaker dengan 
kecepatan 150 rpm.  

 
Ekstraksi Komponen Metabolit 
Sekunder Bacillus sp. PCAR1 

Ekstraksi dilakukan dengan 
menggunakan pelarut etil asetat pro analisa 
dengan perbandingan 1:1 (v/v) dan filtrat 
selanjutnya dipisahkan menggunakan 
corong pisah. Ekstraksi dilakukan sebanyak 
2 kali pengulangan dan hasil total ekstraksi 
dievaporasi pada suhu 40°C hingga 
diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental 
yang diperoleh ditimbang menggunakan 
timbangan analitik dan dilarutkan pada 1 
mL etil asetat. 

 
Skrining Aktivitas Antibakteri  

Ekstrak Bacillus sp. PCAR1 
diskrining aktivitas antibakterinya dengan 
metode Kirby-Bauer terhadap bakteri uji 
pada media agar Luria-Bertani (LB). 
Secara singkat, suspensi bakteri diratakan 
pada media agar menggunakan cotton swab 
steril. Kertas cakram dengan diameter 6 
mm diletakkan diatas media LB dan 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 
Pengujian dilakukan dengan 3 kali 
pengulangan dalam 1 cawan petri yang 
dibagi menjadi 3 kuadran. Zona hambat 
diukur dari terbentuknya zona bening di 
sekitar kertas cakram menggunakan jangka 
sorong dan diintereptasikan sesuai kategori 
yaitu lemah (0 – 5 mm), sedang (5 – 10 
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mm), kuat (10 – 20 mm), dan sangat kuat 
(> 20 mm). Semakin besar zona bening 
yang terbentuk maka semakin kuat 
kemampuan daya hambat isolat terhadap 
bakteri uji.  

 
HASIL  
Evaluasi Aktivitas Antibakteri dari Bacillus 
sp. PCAR1 

Hasil skrining uji aktivitas antibakteri 
menggunakan metode Kirby-Bauer dapat 
dilihat pada Tabel 1 berikut.  
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Tabel 1. Zona Hambat dari Bacillus sp. PCAR1 
Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus 

Sampel  

Zona Daya Hambat 

(mm) 

S. aureus 

Bacillus sp. PCAR1 6,23 ± 0,06 

Levofloxacin 26,25 ± 0,05 

Etil Asetat 0,00 ± 0,00 

Pada hasil tersebut menunjukkan 
bahwa pada bakteri S. aureus ATCC 
25923, ekstrak etil asetat Bacillus sp. 
PCAR1 memiliki daya hambat dengan rata-
rata sebesar 6,23±0,06 mm yang 
menyatakan aktivitas antibakteri sedang, 
seperti pada Gambar 1.  

Gambar 1. Daya hambat isolat bakteri PCAR1 pada 
bakteri S.aureus ATCC 25923 

Data diameter zona hambat pada uji 
aktivitas antibakteri dianalisis dengan 
SPSS versi 25. Pada uji normalitas dengan 
Shapiro-wilk didapatkan bahwa data 
terdistribusi normal (Tabel 2). Pada uji One 
Way ANOVA didapatkan nilai p= 0.000 
yang menyatakan bahwa terdapat 
perbedaan yang bermakna pada data 
(p<0.05) (Tabel 3).  

Tabel 2. Hasil Uji Normalitas  

Sampel 
Nilai p 

S. aureus 

Bacillus sp. PCAR1   

0,717 
Levofloxacin 

Etil Asetat 

Tabel 3. Hasil Analisis One Way ANOVA 

Sampel Kontrol p 

Bacillus sp. 
PCAR1 

Levofloxacin 0,00 

Etil Asetat 0,54 

Profiling Senyawa Kimia Ekstrak Bacillus 
sp. PCAR1 

Hasil analisis GC-MS ekstrak etil 
asetat Bacillus sp. PCAR1 menunjukkan 
bahwa Bacillus sp. PCAR1 memiliki 22 
senyawa aktif yang berhasil teridentifikasi 
(Tabel 4 dan Gambar 2). Dari 22 senyawa 
tersebut, diketahui terdapat 10 senyawa 
yang memiliki aktivitas antimikroba (Tabel 
5).  

Gambar 2. Kromatogram GC-MS Bacillus sp. 
PCAR1 
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Tabel 4. Senyawa Aktif yang Terdeteksi Berdasarkan Hasil GC-MS.  

Nama Senyawa 
Area Puncak 

(%) 

Waktu Retensi 

(Menit) 

P-Xylene 7,26 6.07 

Bycyclo [4.2.0] octa - 1,3,5 - triene 5,36 5.96 

Ethanol, 2 – butoxy - 5,99 6.28 

Propane, 1 – (chloromethoxy) – 2 – methy - 1 5,99 6.28 

Ethylene glycol monoisobutyl ether 1,49 6.36 

o-Xylene 3,14 5.50 

Mesitylene 3,41 7.46 

3 – hexanol, 3,4 – diethyl - 4,65 6.42 

Benzene, 1,2,3 – trimethyl - 4,32 8.15 

Benzene, 1 – ethyl – 2 - methyl 1,00 7.85 

D - Limonene 1,04 8.91 

2 – butoxyethyl acetate 1,12 10.27 

Benzene, 1,2,4,5 – tetramethyl- 0,23 10.83 

3-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4- (1-methylethyl)- 0,12 11.24 

Estragole 0,92 12.58 

Benzoic acid, 2-hydroxy- phenylmethyl ester 0,93 24.49 

Pyrrolo [1,2-a] pyrazine – 1,4 – dione, hexahydro – 3 – 

(2-methylpropyl)- 
1,56 25.09 

Cyclohexane, 1 – (cyclohexylmethyl)-2-methyl, cis- 1,68 21.72 

Hexadecanoic acid, ethyl ester 2,07 25.88 

2,4 – Di – tert-butylphenol 2,74 18.51 

Diisooctyl phthalate 3,35 32.70 

2-Propeonic acid, 6 – methylhepathyl ester 1,66 13.18 

Tabel 5. Senyawa Antimikroba yang Teridentifikasi 

Nama Senyawa Sifat Senyawa Aktivitas 

o-Xylene Senyawa organik Antibakteri(8)
 

D-Limonene Senyawa organik Antibakteri dan Antijamur(9)
 

Ethanol, 2 – butoxy Senyawa organik Antibakteri(10)
 

p-Xylene Senyawa organik Antibakteri(11)
 

Mesitylene Senyawa organik Antibakteri(12)
 

Estragole Senyawa organik Antibakteri(13)
 

Diisooctyl phthalate Senyawa organik Antibakteri dan Antijamur(14)
 

Hexadecanoic acid, ethyl ester Senyawa organik Antibakteri (15)
 

Pyrrolo [1,2-a] pyrazine – 1,4 – dione, 

hexahydro – 3 – (2-methylpropyl)- 
Senyawa organik Antibakteri(16)

 

2,4 – Di – tert-butylphenol Senyawa organik Antibakteri dan Antijamur(17)
 



 

 

PEMBAHASAN  
Evaluasi Aktivitas Antibakteri 

Pada penelitian ini, data evaluasi 
antibakteri yang diperoleh menunjukkan 
ekstrak etil asetat dari Bacillus sp. PCAR1 
pada bakteri S. aureus ATCC 25923 
memiliki aktivitas antibakteri yang sedang 
dengan daya hambat sebesar 6,23±0,06 
mm. Hal ini dapat disebabkan oleh struktur 
morfologi bakteri S. aureus yang 
merupakan bakteri Gram positif. Bakteri 
Gram negatif memiliki struktur morfologi 
yang lebih kompleks dibandingkan Gram 
positif sehingga aktivitas antibakteri pada 
bakteri Gram positif akan lebih kuat 
daripada Gram negatif(18). Hasil uji 
aktivitas antibakteri menyatakan bahwa 
pada bakteri S.aureus, senyawa antibakteri 
relatif lebih mudah untuk dapat menembus 
dinding selnya karena hanya memiliki satu 
lapisan pada struktur dinding selnya yaitu 
90% lapisan peptidoglikan.  Hal ini juga 
berkaitan dengan hasil zona hambat pada 
kontrol positif menggunakan levofloxacin 
yang menunjukkan aktivitas antibakteri 
yang sangat kuat yaitu 26,52 mm. 
Levofloxacin merupakan antibiotik 
golongan kuinolon yang berspektrum luas 
sehingga dapat bekerja pada bakteri Gram 
positif dan negatif(19). Antibiotik ini akan 
menghambat enzim yang diperlukan oleh 
bakteri untuk memperbanyak dirinya 
sehingga pertumbuhan bakteri akan 
terhambat. Selain itu, tercapainya fase 
stationer dalam pertumbuhan Bacillus sp. 
PCAR1 menjadi salah satu faktor penyebab 
terbentuknya daya hambat pada bakteri uji. 
Pada fase stasioner, metabolit sekunder 
akan banyak diproduksi oleh sel bakteri 
untuk bertahan hidup di lingkungan sel 
yang berubah(18). Hasil yang diperoleh 
memberikan kemungkinan bahwa Bacillus 
sp. PCAR1 mampu memproduksi metabolit 
sekunder sehingga terbentuk daya hambat 
terhadap bakteri uji.   

 
Evaluasi Kandungan Senyawa 

Kimia 
Pada hasil kandungan senyawa kimia 

yang dianalisis dengn metode GC-MS 
diperoleh 10 senyawa aktif yang mampu 

berperan sebagai senyawa antibakteri. Pada 
10 senyawa tersebut, ditemukan terdapat 4 
senyawa aktif yang dominan pada ekstrak 
etil asetat Bacillus sp. PCAR1 diantaranya 
p-Xylene (7,26%), Ethanol, 2-butoxy 
(5,36%), o-Xylene (3,14%), dan 
Mesitylene (3,41%). Senyawa p-Xylene 
merupakan senyawa yang paling dominan 
pada ekstrak etil asetat Bacillus sp. 
PCAR1. Senyawa ini memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap beberapa bakteri yaitu 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus 
faecalis, serta jamur Candida albicans dan 
Aspergillus niger(11). Senyawa o-Xylene 
memiliki aktivitas antibakteri terhadap 
bakteri Enterococcus faecialis. Senyawa 
Mesitylene memiliki aktivitas antibakteri 
terhadap bakteri Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
dan Pseudomonas aeruginosa (12).  

Pada ekstrak Bacillus sp. PCAR1 
didapatkan hasil antibakteri yang berkaitan 
dengan hasil analisis GC-MS. Hal ini dapat 
disebabkan karena Bacillus sp. PCAR1 
yang sudah mampu mencapai fase stasioner 
sehingga metabolit sekunder yang 
dihasilkan cukup optimal. Metabolit 
sekunder akan disintesis secara optimal 
pada akhir fase pertumbuhan sel yaitu fase 
stasioner ketika populasi jumlah sel tetap 
karena pada fase ini sel akan lebih 
mempertahankan diri pada lingkungan sel 
yang ekstrem untuk bertahan hidup(20,21). 
Oleh karena itu, kemampuan Bacillus sp. 
PCAR1 sebagai antimikroba dalam 
menghambat mikroorganisme akan 
berkaitan dengan siklus pertumbuhan sel 
yang dilalui dalam menghasilkan senyawa 
metabolit sekunder. 

 
SIMPULAN  

Ekstrak Bacillus sp. PCAR1 
menunjukkan aktivitas antibakteri yang 
sedang terhadap bakteri Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 dengan diameter daya 
hambat 6,23±0.06 mm. Selain itu, 
ditemukan pula 10 kandungan senyawa 
aktif yang berperan sebagai antimikroba, 
dengan empat senyawa aktif yang 
mendominasi ekstrak yaitu p-Xylene 
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(7.26%), Ethanol, 2 – butoxy (5,36%), o-
Xylene (3.14%), dan Mesitylene (3.41%). 
Penelitian selanjutnya sebaiknya 
difokuskan untuk melakukan optimasi 
media pertumbuhan isolat dan variasi 
pelarut kimia pada proses ekstraksi 
senyawa aktif untuk membandingkan dan 
memverifikasi hasil terbaik dari aktivitas 
antimikroba yang telah diamati. 
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