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ABSTRAK 

 

 

KARAKTERISASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER DARI ISOLAT 

BAKTERI STREPTOMYCES HYGROSCOPICUS STRAIN I18 DAN 

SERRATIA MARCESCENS STRAIN MBC1 YANG BERPOTENSI 

SEBAGAI KANDIDAT ANTIMALARIA  

 

 

 

Oleh  

 

 

Yusifa Arsy Variani 
 

 

 

Penyakit malaria merupakan salah satu masalah dalam kesehatan masyarakat di 

Indonesia. Adanya resistensi antibiotik mendorong peneliti untuk melakukan 

eksplorasi bahan alam dengan menggunakan mikroorganisme yang diketahui 

memiliki siklus hidup yang lebih singkat. Tujuan penelitian ini adalah 

mengkarakterisasi senyawa metabolit sekunder dari ekstrak Streptomyces 

hygroscopicus strain I18 dan Serratia marcescens strain MBC1 sebagai kandidat 

antimalaria. Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu uji senyawa kimia, 

uji kromatografi lapis tipis, uji Fourier Transform Infrared (FT-IR), dan uji Gas 

Chromatoraphy-Mass Spectroscopy (GCMS). Hasil Uji Senyawa Kimia ekstrak 

St. hygroscopicus strain I18 mengandung senyawa terpenoid, saponin dan 

antraquinon glikosida. Ekstrak Se. marcescens strain MBC1 mengandung 

senyawa alkaloid dan saponin. Hasil uji KLT didapatkan nilai Rf kedua ekstrak 

sebesar 0,28. Hasil uji FT-IR menunjukkan bahwa gugus fungsi St. hygroscopicus 

strain I18 memiliki kemiripan dengan terpenoid. Dan ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1 memiliki gugus fungsi yang mirip dengan senyawa alkaloid. Hasil 

uji GC-MS kedua ekstrak mengandung senyawa 8-Oxabicyclo [5.1.0] octane yang 

termasuk ke dalam jenis senyawa heterosiklik. Namun, ditemukan senyawa lain 

pada St. hygroscopicus strain I18 yaitu senyawa 2-Buten-1-ol yang termasuk jenis 

crotyl alkohol. Pada Se. marcescens strain MBC1 ditemukan adanya senyawa 1,2 

Benzenedicarboxylic acid yang termasuk ke dalam senyawa terpenoid. Kedua 

senyawa isolat tersebut berpotensi sebagai antimalaria.  

 

Kata kunci : Metabolit sekunder, Streptomyces hygroscopicus., Serratia 

marcescens, Antimalaria, Senyawa Kimia, KLT, FT-IR, GC-MS. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar belakang dan Masalah 

 

 
 

Malaria merupakan penyakit yang sampai sekarang masih menjadi salah satu 

masalah kesehatan masyarakat dan memiliki risiko kematian bagi penderitanya. 

Penyakit ini disebabkan oleh parasit plasmodium yang ditularkan melalui gigitan 

nyamuk Anopheles betina (Sutanto, 2016).  Lampung merupakan salah satu 

daerah endemis penyakit malaria di Indonesia dengan angka kesakitan malaria 

cukup tinggi 7,5 per 1000 penduduk (Supranelfy, 2018).  Masih tingginya angka 

penularan kasus malaria yang terjadi mendorong para peneliti untuk menekan 

angka kasus positif malaria dengan melakukan eksplorasi produk alam.  

 

Penelitian Setiyanggono dan Puspitasari (2014) menunjukkan bahwa adanya 

kandungan senyawa terpenoid jenis seskuiterpena lakton terginin C dan senyawa 

flavonoid pada ekstrak daun Tithonia deversifolia yang mampu menghambat 

pertumbuhan Plasmodium berghei.  Hasil Penelitian lain menggunakan ekstrak 

kayu Bidara Laut dilaporkan mengandung senyawa alkaloid strychnine yang 

terbukti efektif sebagai antimalaria (Syafii dkk., 2017).  Penelitian ekstrak daun 

sembung yang dilakukan oleh Amalia dkk. (2017) diketahui dapat menghambat 

kerja enzim gluthatione reductase pada parasit Plasmodium karena mengandung 

senyawa kuinon.  Dalam implementasinya, pemanfaatan ekstrak tanaman 

sebagai antimalaria memiliki kekurangan yaitu tanaman memiliki waktu yang 

relatif lebih lama untuk tumbuh.  Untuk itu, perlu dicari alternatif lain dengan 

menggunakan bakteri actinomycetes yang memiliki waktu hidup lebih singkat, 
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melakukan pembelahan kompleks dan dapat menghasilkan beberapa senyawa 

bioaktif (Akbar dkk., 2017).  

 

Laboratorium Mikrobiologi jurusan Biologi FMIPA Unila memiliki beberapa 

koleksi isolat diantaranya Streptomyces hygroscopicus strain I18 dan Serratia 

marcescens strain MBC1.  Berdasarkan uji kualitatif yang dilakukan di 

Laboratorium Mikrobiologi jurusan Biologi Unila.  Diketahui bahwa uji 

kualitatif Streptomyces hygroscopicus Strain I18 mampu mendegredasi enzim 

lipase, protease, amylase, dan selulase.  Hasil uji antagonis bakteri 

St.hygroscopicus strain I18 memiliki kemampuan untuk menghambat 

mikroorganisme lain.  Uji kualitatif Se. marcecens strain MBC1 diketahui bahwa 

bakteri tersebut memiliki karakteristik yaitu, sel nya berbentuk batang, motil, dan 

termasuk ke dalam bakteri gram-negatif.  Se. marcescens strain MBC1 

mengandung pigmen berwarna merah yang disebabkan oleh aktivitas amilolitik 

dan lipolitik (Arifiyanto et al., 2021).  Selain itu, bakteri ini memiliki 

kemampuan dalam mendegradasi enzim lipase, mannanase, selulase, amilase, 

dan protease (M. H. Putri dkk., 2021). 

 

Penelitian Setyaningrum et al. (2021) diketahui bahwa bakteri Streptomyces 

hygroscopicus dapat menghambat laju plasmodium dengan nilai IC50 11.07 

µg/ml. Penelitian lain yang dilakukan Setyaningsih et al. (2019) diketahui bahwa 

bakteri Streptomyces sp. menunjukan adanya aktivitas antimalaria dengan nilai 

IC50 0.001 µg/ml. penelitian lain menggunakan bakteri Streptomyces sp. 

BCC26924 menunjukkan bahwa bakteri ini mengandung senyawa Siklomarin C 

dan Karbazomisin B yang memiliki aktivitas antimalaria dan antituberkolosis 

(Intaraudom et al., 2011).  Streptomyces yang diisolasi dari sedimen laut juga 

diketahui mengandung senyawa golongan flavonoid yang juga memiliki aktivitas 

antimalaria (Buedenbender et al., 2016).   
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Micronosphora sp. diketahui menghasilkan manzamin salah satu senyawa 

alkaloid yang berperan sebagai antimalaria yang diisolasi dari sumber laut, selain 

itu diketahui juga bahwa Salinosporamide merupakan alkaloid γ-laktam yang 

diisolasi dari bakteri laut genus baru Salinispor memiliki aktivitas antimalaria 

(Fattorusso and Taglialatela-scafati, 2009).   

 

Prodigiosin merupakan metabolit sekunder yang biasa ditemukan dalam 

Streptomyces sp., dan Se. marcescens.  Prodigiosin memiliki mekanisme yang 

sama dengan alkaloid quinine dan quinidine.  Prodigiosin yang berasal dari  

Se. marcescens Subsp. lawsoniana diketahui memiliki aktivitas antikanker dan 

antitumor (Li et al., 2018). 

 

Berdasarkan informasi tersebut maka dilakukan penelitian tentang karakterisasi 

senyawa metabolit sekunder dari isolat bakteri St. hygroscopicus strain I18 dan 

Se. marcescens Strain MBC1 yang berpotensi sebagai kandidat antimalaria.  

 

 

 

1.2 Tujuan Penelitian  

 
 
 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi kandungan senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam St. hygroscopicus strain I18 dan  

Se. marcescens strain MBC1. 

 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 
 
 
 

Manfaat penelitian ini yaitu untuk memberikan informasi mengenai kandungan 

senyawa kimia yang merupakan produk metabolit sekunder dari St. 
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hygroscopicus strain I18, dan Se. marcescens strain MBC1 yang dapat 

dimanfaatkan sebagai kandidat antimalaria. 

 

 

 

1.4 Kerangka Pikiran 
 
 
 

Indonesia merupakan salah satu negara endemis malaria dengan penularan dan 

risiko kematian yang cukup tinggi sehingga, penyakit ini masih menjadi salah 

satu masalah dalam kesehatan masyarakat di Indonesia.  Hal ini membuat para 

peneliti mencari alternatif pengobatan dengan memanfaatkan keanekaragaman 

hayati yang berlimpah salah satunya pemanfaatan ekstrak tanaman sebagai 

antimalaria.  Namun, penggunaan ekstrak tanaman memilki waktu tumbuh lebih 

lama.  Maka, digunakan alternatif lain dalam menanggulangi penyakit malaria 

dengan menggunakan metabolit sekunder dari bakteri Streptomyces 

hygroscopicus strain I18 dan Serratia maercescens strain MBC1 yang memiliki 

waktu tumbuh lebih pendek, dan siklus reproduksi yang lebih cepat 

dibandingkan tanaman.   

 

Pemilihan kedua bakteri ini juga didasarkan pada uji kualitatif kedua isolat 

bakteri yang mampu mendegredasi beberapa enzim.  Selain itu dari penelitian 

sebelumnya diketahui bahwa  metabolit sekunder yang dimiliki oleh bakteri 

Streptomyces seperti flavonoid, siklomarin C dan karbazomisin efektif sebagai 

antimalaria.  Sedangkan, bakteri Se. marcescens memiliki senyawa metabolit 

sekunder prodigiosin yang mirip dengan senyawa alkaloid.   

Untuk mengetahui potensi kedua bakteri St. hygroscopicus strain I18 dan Se. 

maercescens strain MBC1 sebagai kandidat antimalaria perlu dilakukan 

karakterisasi senyawa metabolit dari keduanya dengan melakukan uji senyawa 

kimia yang merupakan uji pendahuluan untuk menentukan adanya jenis atau 

golongan metabolit sekunder.  Dilanjutkan dengan uji kromatografi lapis tipis  
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yang digunakan untuk memisahkan jenis-jenis golongan dari metabolit sekunder 

dan uji FT-IR yang digunakan untuk mengetahui jenis gugus fungsi pada suatu 

sampel murni.  Sedangkan, uji GC-MS digunakan untuk mengidentifikasi 

senyawa organik dengan analisis kualitatif dan kuantitatif.  Hasil dari penelitian 

ini diharapkan dapat mengidentifikasi kandungan senyawa yang berpotensi 

sebagai antimalaria pada St. hygroscopicus strain I18 dan Se. marcescens strain 

MBC1  
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Streptomyces  hygroscopicus 
 
 
 

Klasifikasi 

Klasifikasi Streptomyces  sp. sebagai berikut  (Waksman and Henrici, 1943): 

Domain  : Bacteria  

Phylum  : Actinobacteria  

Class  : Actinomycetes  

Ordo  : Actinomycetales  

Familia : Streptomycetaceae 

Genus : Streptomyces 

Species : Streptomyces sp. 

 

Streptomyces merupakan salah satu genus bakteri Gram positif dari filum 

Actinobacteria.  Genus Streptomyces paling mudah diisolasi dari alam hal ini 

dikarenakan populasinya yang melimpah di alam dan waktu pertumbuhan 

Streptomyces yang cepat (Lisdiyanti et al., 2012).  Lebih dari 80% antibiotik 

yang beredar di pasaran berasal dari metabolit sekunder Bakteri Streptomyces sp.  

(de Lima Procópio et al., 2012). 

 

Streptomyces sp. dapat mereproduksi dengan cara sporalisasi atau menghasilkan 

hifa seperti layaknya jamur.  Perbedaan Streptomyces dapat dilihat berdasarkan 

medianya.  Koloni Streptomyces dapat terlihat jelas pada inkubasi hari kedua 
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atau hari ketiga.  Koloni melekat erat pada permukaan media dan memiliki 

struktur kasar atau bertepung (Mathur et al., 2015). 

 

Streptomyces sp. yang berasal dari usus dan feses Cacing Nipah (Namalycastis 

rhodochorde) memiliki kemampuan aktivitas amilolitik, selulolitik,  gelatinase, 

dan  katalase dan dua isolat Streptomyces NrAFA2 dan Streptomyces NrASA4 

menunjukkan adanya aktivitas proteolitis (Kurniatuhadi dan Yanti, 2019).  

 

 

 

2.2 Serratia marcescens 
 
 
 

Klasifikasi 

Klasifikasi ilmiah bakteri Serratia  marcescens menurut Bergeys (1984): 

Kingdom : Proteobakteri 

Filum : Gamma Proteobakteri 

Ordo : Enterobacteriales 

Family : Enterobacteriacea 

Genus : Serratia 

Species : Serratia marcescens 

 

Se. marcescens  merupakan bakteri patogen oportunistik yang terkait dengan 

infeksi nosokomial, seperti infeksi saluran kemih, infeksi pernapasan, infeksi 

saluran, luka operasi dan aliran darah.  Termasuk ke dalam bakteri Gram negatif 

dari family Enterobacteriaceae (Khanna et al., 2013).  Se. marcescens memiliki 

koloni berbentuk cembung dan memiliki pigmen merah yang disebut prodigiosin 

(Manzila dkk., 2016).  Penelitian Bidari et.al (2018) mengungkapkan bahwa 

prodigiosin yang dihasilkan oleh Se. marcescens mengandung senyawa 

larvasida.  Penelitian Se. marcescens strain Db10 menemukan adanya kandungan 
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metabolit sekunder althiomycin yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

Bacillus subtilis (Gerc et al., 2014) 

 

Penelitian Jeyanthi Rebecca et al. (2013) mengatakan bahwa Se. marcescens 

dapat menyekresi enzim kitinase. Selain enzim kitinase, Se. marcescens dapat 

menyekresi enzim hidrolitik lain yaitu karbohidrase. Se. marcescens menyekresi 

enzim karbohidrase untuk mendegradasi karbohidrat menjadi senyawa sederhana 

yang dapat memenuhi kebutuhan nutrisi.  

 

  

 

2.3 Metabolit sekunder 
 
 
 

Metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang terdapat pada suatu 

organisme yang  tidak terlibat secara langsung dalam proses pertumbuhan, 

perkembangan ataupun reproduksi organisme (Mohammed et al., 2014).  

Metabolit sekunder terbentuk karena adanya proses fermentasi pada media yang 

terjadi setelah pertumbuhan mikroba selesai (Nigam and Singh, 2014).  Pendapat 

Rasyid (2012) menyatakanbahwa metabolit sekunder berfungsi sebagai bentuk 

pertahanan diri dari kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan, misalnya 

untuk mengatasi hama dan penyakit, menarik polinator, dan sebagai molekul 

sinyal.  Ciri-ciri metabolik sekunder diantaranya, yaitu (Nigam and Singh, 2014): 

1. Metabolik sekunder hanya dapat diproduksi oleh beberapa organisme. 

2. Metabolik sekunder cenderung diproduksi pada akhir pertumbuhan 

eksponensial. 

3. Senyawa ini tidak penting bagi pertumbuhan organisme itu sendiri, 

reproduksi, dan proses metabolisme secara normal. 

4. Senyawa metabolik sekunder dapat diproduksi dalam jumlah yang banyak.   

Salah satu hasil produksi metabolik sekunder yang memiliki nilai ekonomis 

tinggi adalah antibiotik.  Mikotoksin, alkaloid ergot, siklosporin merupakan  
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senyawa umum metabolit sekunder yang digunakan sebagai antibiotik, termasuk 

fumagilin yang dapat menekan pertumbuhan tumor (Nigam and Singh, 2014).  

Selain itu, menurut Nguyen et al. (2012) metabolit sekunder juga dapat 

digunakan sebagai bahan kimia pertanian (peptisida, insektisida), sebagai 

biofuel, dan sebagai zat aditif makanan seperti essential oils. 

 

 

 

2.4 Senyawa Antimalaria 
 
 
 

Alkaloid adalah golongan senyawa bahan alam yang terkenal sejak zaman 

dahulu.  Alkaloid memiliki situs basa nitrogen aktif yang berasal dari 

prekursor biogenetik.  Quinine dari Cinchona succirubra (Rubiaceae) 

merupakan salah satu contoh senyawa di kelas ini yang diketahui memiliki 

aktivitas antimalaria dan telah digunakan selama tiga abad sebagai 

pengobatan malaria.  Senyawa antimalaria golongan alkaloid dapat dilihat 

pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.1 Alkaloid 
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Gambar 1. Senyawa antimalaria golongan alkaloid (Presson, 2018) 

 

Kelompok senyawa alkaloid yang memiliki aktivitas antimalaria , 

dibedakan berdasarkan strukturnya yaitu, bisbenzylisoquinolines, 

aporphine-benzylisoquinoline, morphinan, naphtylisoquinolines, 

indoquinoline, monodan bis-indole alkaloid, indolomonoterpenoid, indole 

alkaloid, benzofenantridine, acridone, tetrahydroquinoline, 

cryptolepinesdan amida (Ntie-Kang et al., 2014).  Penelitian yang 

dilakukan oleh Brandão et al. (1997) mengungkapkan bahwa mekanisme 

kerja senyawa alkaloid yaitu, menghambat pertumbuhan plasmodium 

melalui pembentukan dengan DNA atau menghambat dalam proses 

sintesis protein. 
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Senyawa golongan flavonoid adalah salah satu senyawa  metabolit 

sekunder yang biasanya terdapat dalam tumbuhan.  Beragam penelitian 

melaporkan bahwa golongan senyawa flavonoid memiliki aktivitas 

antimalaria (Saxena et al., 2003). 

 

Beberapa golongan senyawa flavonoid yang terbukti memiliki 

kemampuan akitivitas antimalaria diantaranya, lupinifolin, citflavanone, 

erythrienegalone, diprenyl flavone, acacetin, calycosin, genistein, 

cathechin, luteolin, lonchocarpol A, licochalcone A, liquiritigenin, 8-

prenyladaidzein (Budiarti dkk., 2020).  Penelitian lain yang dilakukan 

Widyawaruyanti dan Zaini (2011) mengungkapkan bahwa 

artoindoneisanin E, heteroflavanon C, artoindonesianin R, heterofilin, 

artokarpon A dan B, sikloheterofilin, artonin A, artoindonesianin A-2  

merupakan contoh senyawa golongan flavonoid yang memiliki aktivitas 

antimalaria.  Struktur senyawa antimalaria golongan flavonoid dapat 

dilihat pada Gambar 2. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.4.2 Flavonoid 
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Gambar 2. Senyawa antimalaria golongan flavonoid 

 (Presson, 2018) 
 

 

Golongan senyawa flavonid dapat mengganggu pertumbuhan parasit 

dengan dua cara yaitu menghambat katabolisme hemoglobin serta 

detoksifikasi hem dan menganggu transportasi nutrisi yang dibutuhkan 

oleh parasit (Budiarti dkk., 2020).  

 

 

 

Golongan senyawa terpenoid yang memiliki aktivitas antimalaria 

diantaranya, yaitu iridoids, sesquiterpenes, diterpenes, terpenoid 

benzoquinones, steroids, quassinoids, limonoids, curcubitacins, and 

2.4.3 Terpenoid  
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lanostane (Nogueira and Lopes, 2011).  Struktur senyawa terpenoid 

dan turunannya memungkinkan untuk dapat memasuki membran 

eritrosit hingga ke dalam sel melalui lipid bilayer, kondisi tersebut 

mengakibatkan pertumbuhan terhambat dan infasi parasit malaria.  

Selain itu, golongan terpenoid juga mampu mengganggu pertumbuhan 

parasit dengan terhambatnya proses sintesis protein pada sel parasit 

(Budiarti dkk., 2020). 

 

 

 

Tanin adalah senyawa phenol yang  memiliki berat molekul antara 500 

dan 3000 Da serta larut dalam air.  Tanin merupakan zat yang dapat 

menimbulkan warna cokelat atau kecokelatan.  Umumnya tanin larut 

pada air.  Tanin akan larut pada pelarut organik diantaranya metanol, 

etanol, aseton serta pelarut organik lainnya.  Tanin memiliki 

karakteristik yaitu sebagai bakterostatik, fungistatik dan merupakan 

racun.  Tanin memiliki aktivasi intermediate menyerang Plasmodium.  

Selain itu, tanin merupakan target antimalaria terkini yang dapat 

melawan parasit malaria, sehingga dijuluki sebagai inhibitor protease.   

Mekanisme kerja senyawa tanin yang dikonsumsi secara oral yaitu 

masuk ke dalam sirkulasi darah, lalu bekerja pada fase aseksual 

eritrositer sehingga dapat memperlambat plasmodium dalam 

menginfeksi eritrosit.  Hal ini dapat menurunkan jumlah parasitermia 

pada mencit karena terjadinya penurunan destruksi eritrosit dan 

penurunan invasi pada eritrosit baru.  Penurunan destruksi eritrosit 

juga mempengaruhi pengurangan hemolisis yang megakibatkan terjadi 

pengurangan gangguan darah seperti anemia, trombositopenia, 

2.4.4 Tanin 
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hemoglobinuria sehingga dapat menghambat komplikasi yang lebih 

kompleks seperti malaria cereberal (Mutiara dkk., 2018). 

 

 

 

Saponin merupakan senyawa aktif yang memiliki karakeristik seperti 

sabun apabila dikocok dalam air. Saponin memiliki permukaan kuat 

yang dapat larut dalam air dan alkohol namun tidak dalam eter (Illing 

dkk., 2017).  Golongan senyawa saponin diketahui memiliki 

bioaktivitas sebagai anti jamur dan anti serangga (Ridwan dan 

Muliani, 2013).  Senyawa golongan saponin diketahui memiliki 

aktivitas antimalaria karena dapat menghambat polimerisasi heme 

(Matthew et al., 2018). 

 

 

 

2.5 Pelarut  
 
 
 

Pelarut merupakan salah satu faktor penting dalam proses ekstraksi.  Pemilihan 

jenis dan mutu dari pelarut yang akan digunakan dapat disesuaikan karena dapat 

mempengaruhi keberhasilan dari proses ekstraksi yang akan dilakukan.  Proses 

ekstraksi dibutuhkan untuk pemanfaatan khasiat antimalaria.  Penelitian yang 

dilakukan Orabueze et al (2020)  melakukan fraksinasi senyawa antimalaria 

dengan menggunakan pelarut air, etil asetat, heksana, dan klorofom.  Sedangkan 

penelitian Berthi et al. (2018)  menggunakan pelarut heksan dan etanol, 

diketahui bahwa pelarut etanol memiliki aktivitas antiplasmodial.  Penelitian 

Kweyamba et al. (2019) diketahui menggunakan diklorometan dan methanol 

sebagai pelarut.  Penelitian yang lain menggunakan pelarut air dan methanol 

2.4.5 Saponin 
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untuk mengidentifikasi senyawa flavonoid dari ekstrak Daun Gamal (Gliricida 

sepium) (Nukmal et al., 2017).  

 

 

 

2.6 Uji Senyawa Kimia 
 
 
 

Uji senyawa kimia adalah uji pendahuluan yang berfungsi untuk mengetahui 

keberadaan senyawa kimia spesifik seperti alkaloid, senyawa fenol (termasuk 

flavonoid), steroid, saponin, terpenoid, antraquinon glikosida tanpa 

menghasilkan penapisan biologis.  Uji ini termasuk ke dalam tahapan awal untuk 

mengisolasi senyawa yang berasal dari bahan alam sehingga dapat dijadikan 

bahan acuan untuk tahapan selanjutnya dalam mengetahui aktivitas biologis dari 

senyawa tersebut.  Prinsip kerja dari uji ini didasarkan oleh adanya reaksi 

perubahan warna atau adanya endapan.  Uji warna dan reaksi tetes 

mengidentifikasi adanya senyawa tertentu dari golongan tertentu dengan 

perubahan warna yang khas (Rafi, 2003). 

 

 

 

2.7 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
 
 
 

Kromatografi lapis tipis atau KLT adalah salah satu teknik analisis yang 

berfungsi untuk memisahkan campuran senyawa kimia yang didasarkan dengan 

adanya sebaran di antara dua fase, yaitu fase diam dan fase gerak.  Prinsip kerja 

dari KLT yaitu, adanya interaksi antara fase gerak dan fase diam melalui daya 

kapilaritas sehingga memungkinkan adanya proses pemisahan berbagai 

komponen yang didasarkan oleh faktor kelarutan dan retensi dalam fase diam 

dan fase gerak.  Pemisahan dicapai melalui kompetisi antara molekul sampel dan 

fase gerak untuk berikatan atau berinteraksi dengan fase diam (Rafi, 2013) 
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2.7.1 Fasa Diam 
 
 
 

Fasa diam pada kromatografi lapis tipis merupakan bahan penyerap atau 

biasa disebut adsorbent  Ciri penting yang harus dicermati untuk bahan 

penyerap dalam KLT yaitu, besar atau kecilnya ukuran maupun 

homogenitasnya, karena daya lekat pada pendukung sangat ditentukan 

oleh kedua sifat tersebut (Murwaniati, 2015).  Menurut Lade et al. (2014) 

Plat silika dengan ukuran 60-120 mesh adalah salah satu bahan penyerap 

yang paling sering digunakan dalam KLT.  Absorben ini biasanya bersifat 

polar.  Beberapa macam bahan penyerap lain yang biasa digunakan yaitu, 

alumina, selulosa , sephadex, Kiesulguhr (Diatomaceus earth), 

Magnesium silikat. 

 

 

 

2.7.2 Fasa Gerak 
 
 
 

Fase gerak terdiri dari campuran beberapa pelarut.  Hal ini ditentukan 

berdasarkan material adsorben yang digunakan sebagai fase diam dan 

struktur kimia dari analat yang akan dipisahkan.  Campuran pelarut yang 

digunakan harus saling sampur dan tidak muncul adanya tanda-tanda 

kekeruhan. 

 

Fungsi fasa gerak atau eluen pada uji  KLT yaitu (Wulandari, 2011): 

1. Untuk melarutkan campuran zat.  

2. Untuk mengangkat atau membawa komponen yang akan dipisahkan 

melewati sorben fase diam sehingga noda memiliki Rf dalam rentang yang 

dipersyaratkan untuk memberikan selektivitas yang memadai untuk 

campuran senyawa yang akan dipisahkan. 
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Campuran pelarut yang digunakan dalam KLT biasanya terdiri atas 

campuran senyawa polar dan non-polar.  Senyawa yang bersifat polar 

akan terlarut dalam pelarut polar.  Sedangkan, senyawa yang bersifat non 

polar akan terlarut dalam sistem pelarut non polar dan sebagian besar 

senyawa yang bersifat polar dan non polar memiliki kemampuan larut 

dalam pelarut mid polar salah satunya etil asetat (Lade et al., 2014). 

 

 
 

2.7.3 Perhitungan Nilai Rf 
 
 
 

Pada uji KLT, identifikasi awal suatu senyawa didasarkan pada 

perbandingan nilai Retardation Factor (RF) atau faktor retardasi.  Nilai Rf 

adalah parameter yang menyatakan posisi noda pada fase diam setelah 

dielusi.  Nilai Rf analit ditentukan dengan membandingkan jarak migrasi 

noda analit dengan jarak migrasi fase gerak atau eluen (Rusnaeni dkk., 

2016). 

 

Rf= 
                                 

                                 
 

 

Menurut, Wulandari (2011) nilai Rf dari laboratorium ke laboratorium 

memiliki perbedaan, bahkan pada laboratorium yang sama dengan waktu 

analisis berbeda dapat menyebabkan perbedaan nilai Rf.  Faktor-faktor 

yang dapat menentukan nilai Rf  yaitu, dimensi dan jenis ruang, sifat dan 

ukuran lempeng, arah aliran fase gerak, volume dan komposisi fase gerak, 

kondisi kesetimbangan, kelembaban, dan metode persiapan sampel KLT 

sebelumnya. 
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2.8 Fourier Transform Infrared (FT-IR) 
 
 
 

Fourier Transform Infrared (FT-IR) adalah salah satu metode pengukuran yang 

digunakan untuk mendeteksi struktur molekul senyawa melalui identifikasi 

gugus fungsi penyusun senyawa.  Terdapat tiga teknik pengukuran sampel yang 

umum digunakan pada pengukuran spektrum menggunakan FTIR yaitu Photo 

Acoustic Spectroscopy (PAS), Attenuated Total Reflectance (ATR), dan Difuse 

Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT) (Sulistyani, 2018).  

 

Sprektra IR terbagi  menjadi tiga daerah utama, yaitu IR jauh (< 400 cm
-1

), IR 

tengah (4000-400cm
1
), dan IR dekat ( 13000-400 cm 

1
). Berdasarkan ketiga 

daerah ini IR tengah merupakan daerah yang sering digunakan pada  analisis  

FTIR, hal ini dikarenakan semua molekul mempunyai absorbansi karakteristik 

dan vibrasi molekul utama pada daerah ini (Davis and Mauer, 2010) 

 

Cara kerja FT-IR yaitu, pertama zat yang akan diukur diidentifikasi sebagai atom 

atau molekul.  Sinar infra merah yang berfungsi sebagai sumber sinar dibagi 

menjadi dua berkas, satu dilewatkan melalui sampel dan yang lain melalui 

pembanding.  Kemudian secara berturut-turut melewati chopper. Setelah melalui 

prisma atau grating, berkas akan jatuh pada detektor dan diubah menjadi sinyal 

listrik yang kemudian direkam oleh rekorder.  Selanjutnya diperlukan amplifier 

bila sinyal yang dihasilkan sangat lemah (Pambudi dkk., 2017).  

 

 

 

2.9 GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectroscopy) 

 
 
 

Gas chromatoghrapy adalah suatu alat instrumental yang digunakan untuk 

mengetahui unsur komposisi dari suatu sampel atau suatu bahan, alat ini 
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sering dikombinasikan dengan instrumen lain seperti mass spectrometry.  

Prinsip kerja dari alat ini berdasarkan polaritas unsur-unsur yang terkandung 

dalam suatu sampel atau bahan, unsur yang memiliki tingkat kepolaran yang 

sama dengan fasa diam akan tertahan lebih lama dalam kolom, sedangkan 

unsur yang memiliki tingkat kepolaran yang berbeda lebih dulu terdeteksi keluar  

kolom terlebih dahulu.  Gas chromatoghraphy digunakan untuk sampel yang 

memiliki sifat volatilitas karena alat ini bekerja dengan menggunakan sistem 

gas untuk analisisnya, jenis gas yang digunakan merupakan gas inert seperti 

nitrogen,helium dan argon.  

 

Mass Spectroscopy adalah alat yang digunakan untuk menentukan berat 

molekul dari suatu komponen. Mass spectroscopy merupakan alat yang paling 

sering dikombinasikan dengan alat GC menjadi alat GC-MS.  Prinsip kerja dari 

MS ini berdasarkan pembelokan partikel dalam medan magnet dimana hanya 

partikel dengan muatan positif (+) sajalah yang akan terdeteksi oleh detektor 

MS.  Hasil analisis dari MS yaitu, grafik grafik yang menunjukan pola 

fragmentasi dari suatu komponen hasil pemisahan yang disebut spektra massa . 

Dalam spektra massa terdapat peak-peak puncak, puncak paling tinggi  

dinamakan sebagai base peak.  Base peak merupakan keadaan dimana struktur 

dari senyawa yang dianalisis paling stabil sebelum kemudian dipecah menjadi 

struktur yang lebih sederhana (Fitria, 2020).  
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 
 
 
 

Penelitian ini adalah bagian dari penelitian dosen yaitu, Dr. Endah 

Setyaningrum, M.Biomed., Nismah Nukmal, Ph.D., dan Achmad Arifiyanto, 

S.Si., M.Si. yang berjudul Uji Fraksi Metabolit Streptomyces Sebagai 

Antimalaria Secara In-vivo.  Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari 

2021 sampai April 2021. Persiapan sampel dan uji fitokimia dilakukan di 

Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  Uji Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT) dilakukan di Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.  Uji Fourier 

Transform Infrared (FT-IR) dilakukan di Laboratorium Pengolahan Material 

dan Mineral ITS Surabaya.  Uji Gas Chromatography-Mass Spectroscopy 

(GC-MS) dilakukan di Laboratorium Terpadu UII Jogjakarta.  

 

 

 

3.2 Prosedur Kerja 
 
 
 

3.2.1 Sub-kultur (peremajaan) Isolat Bakteri Streptomyces 

hygroscopicus strain I18 dan Serratia marcescens strain MBC1 
 
 

Alat  

Cawan Petri, ose bulat, beaker glass, gelas ukur, autoclave, laminar 

air flow, hot plate.  
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Bahan 

Isolat Streptomyces hygroscopicus strain I18, isolat Serratia 

marcescens strain MBC1, Media YSA (Yeast Starch Agar), Media 

TSA (Tryptic Soy Agar), aquades.  

 

Cara Kerja 

Isolat St. hygroscopicus strain I18 di sub-kultur pada media YSA 

(Yeast Starch Agar) dan isolat Se. marcescens strain MBC1 di sub-

kultur pada media TSA (Tryptic Soy Agar) kemudian diinkubasi di 

inkubator pada suhu 37
o
C selama 7 hari.  

 

 

 

3.2.2 Fermentasi Isolat Bakteri St. hygroscopicus  strain I18 dan Se. 

marcescens strain MBC1 
 
 
 

Alat 

Erlenmeyer, ose bulat, beaker glass, gelas ukur, autoclave, laminar air 

flow, incubator shaker. 

 

Bahan 

Media ISP 4 ( 10 g Starch soluble, 10 g K2HPO4, 1 g MgSO4.7H2O, 1 

g Nacl, 1 g (NH4)2SO4, dan 2 g CaCO3), Media Triptone Water, 

aquades.  

 

Cara Kerja 

Media ISP4 dibuat dengan ditambahkan 10 g Starch soluble, 10 g 

K2HPO4, 1 g MgSO4.7H2O, 1 g Nacl, 1 g (NH4)2SO4, dan 2 g CaCO3 

ke dalam 100 mL aquades dan disterilisasi dengan menggunakan 

autoclave selama 15 menit.  Setelah itu, 100 mL media ISP4  

diinokulasikan dengan isolat St. hygroscopicus strain I18.  Kemudian, 

100 mL media ISP4 yang telah diinokulasi digunakan sebagai starter 

yang diinkubasi pada incubator shaker selama 7 hari. 
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Media Triptone Water dibuat dengan ditambahkan 15 g Triptone 

Water ke dalam 100 mL aquades dan disterilisasi selama 15 menit 

menggunakan autoclave.  Kemudian, media Triptone Water 

diinokulasikan dengan isolat Se. marcescens. 100 mL media Triptone 

Water yang telah diinokulasi tersebut digunakan sebagai starter yang 

diinkubasi pada incubator shaker selama 7 hari. 

 

 

 

3.2.3 Produksi Metabolit Sekunder 
 
 
 

Alat 

Erlenmeyer, beaker glass, gelas ukur, autoclave, laminar air flow, 

incubator shaker, corong, rotary evaporator, lemari pendingin.  

 

Bahan 

Media ISP4, Media Triptone Water, aquades, kertas saring Whatman 

nomor 40, etil asetat, methanol.  

 

Cara Kerja 

Hasil fermentasi isolat St. hygroscopicus strain I18 dan  

Se. marcescens dipindahkan ke dalam 1 L media, kemudian diinkubasi 

di incubator shaker pada 32  selama 7 hari.  Hasil fermentasi kedua 

isolat disaring menggunakan kertas saring Whatman no. 40 untuk 

memisahkan natan dan supernatan.  Supernatan dilarutkan dalam 500 

mL etil asestat dan ditambahkan 500 mL metanol.  Pelarut etil asetat 

dan metanol dipisahkan dengan menggunakan evaporator.  Hasil 

ekstrak metabolit sekunder disimpan di lemari pendingin 

(Saravanakumar et al. 2012). 
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3.2.4 Uji Senyawa Kimia 
 
 
 

3.3.4.1 Uji Alkaloid  
 
 
 

Alat 

Tabung reaksi, Cawan poselen, beaker glass, hot plate, pipet 

tetes. 

 

Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, pereaksi Dragendorff, pereaksi Mayer, HCl 2N.  

 

Cara Kerja 

Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan diatas cawan porselin 

hingga diperoleh residu. Residu kemudian dilarutkan dengan 5 

mL HCl 2N. Setelah dingin, larutan disaring.  Larutan yang 

didapat dibagi ke dalam 3 tabung reaksi.  Tabung pertama 

berfungsi sebagai kontrol, tabung ke 2 ditambahkan 3 tetes 

pereaksi Dragendorff, dan tabung ketiga ditambahkan 3 tetes 

pereaksi Mayer (melalui dinding tabung). Terbentuknya 

endapan jingga pada tabung kedua dan endapan kuning pada 

tabung ketiga menunjukan adanya alkaloid (Yuda dkk., 2017). 

 

 

 

3.3.4.2 Uji Flavonoid 
 
 
 

Alat 

Tabung reaksi, pipet tetes, pipet volumetri. 
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Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, Pb asetat 10%, NaOH 20%.  

 

Cara Kerja  

Sebanyak 1 mL larutan uji masing-masing dimasukkan ke 

dalam 3 tabung reaksi.  Tabung 1 sebagai kontrol, tabung 2 

ditambah dengan 1 mL larutan Pb Asetat (timbal asetat) 10%, 

positif flavonoid jika terdapat endapan kuning (Raphael, 

2012).  Tabung 3 ditambah dengan beberapa tetes NaOH 20% 

terbentuk warna kuning jika mengandung flavonoid  

 

 

 

3.3.4.3 Uji Saponin 
 
 
 

Alat 

Tabung reaksi, pipet volumetri. 

 

Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, aquades 

 

Cara Kerja 

4 mL larutan ekstrak ditambahkan 5 mL aquades, Kemudian 

kocok dalam tabung reaksi secara vertikal.  Hasil uji positif 

saponin ditandai dengan terbentuknya busa (busa setinggi 1 

cm dan stabil selama 10 menit) (Farnsworth, 1966). 
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3.3.4.4 Uji Terpenoid 
 
 
 

Alat  

Tabung reaksi, cawan penguap, beaker glass, hot plate, pipet 

tetes, pipet volumetri. 

Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, kloroform, asam asetat, asam sulfat pekat.  

 

Cara Kerja 

Larutan uji sebanyak 2 mL diuapkan dalam cawan penguap. 

Residu dilarutkan dengan 0.5 mL kloroform, dipindahkan ke 

tabung reaksi, ditambahkan 0.5 mL asam asetat anhidrat dan 2 

mL asam sulfat pekat melalui dinding tabung.  Terbentuknya 

cincin kecoklatan atau violet pada perbatasan larutan 

menunjukkan adanya terpenoid, sedangkan bila muncul cincin 

biru kehijauan menunjukkan adanya steroid (Yuda dkk., 

2017). 

 

 

 

3.3.4.5 Uji Tanin 
 
 
 

Alat  

Tabung reaksi, pipet tetes. 

 

Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, FeCl3 5%, FeCl3 10%.  

 

Cara Kerja 

Sebanyak 2 mL larutan uji dimasukkan ke dalam 2 tabung 

reaksi, tabung 1 sebagai kontrol dan tabung 2 ditambahkan 
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beberapa tetes larutan FeCl3 5% atau FeCl3 10%, tanda positif 

tanin jika terbentuk warna hijau gelap atau biru (W. S. Putri 

dkk., 2013). 

 

 

 

3.3.4.6 Uji Antraquinon Glikosida 
 
 
 

Alat 

Cawan porselen, kertas saring, tabung reaksi, pipet tetes. 

 

Bahan 

Ekstrak St. hygroscopicus strain I18, ekstrak Se. marcescens 

strain MBC1, NaOH 1N.  

 

Cara Kerja  

Sebanyak 50 mg ekstrak ditambah 10 mL air kemudian 

dipanaskan selama 5 menit dan disaring.  Sebanyak 3 mL 

larutan dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi, tabung 1 

ditambahkan beberapa tetes larutan NaOH 1 N bila positif 

maka terbentuk larutan berwarna merah dan tabung 2 sebagai 

Kontrol (Yuda dkk., 2017). 

 

 

 

3.3.5 KLT (Kromatografi Lapis Tipis) 
 
 
 

3.3.5.1 Persiapan Plat KLT  

 

 

 

Alat 

Cutter, penggaris, pensil.  
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Bahan 

Plat Kromatografi Lapis Tipis.  

 

Cara Kerja  

Sebelum digunakan plat KLT dipotong dengan ukuran 4 cm x 

2 cm, lalu diberi jarak bawah 1 cm, jarak atas 1 cm lalu setiap 

totolan diberi jarak 0.5 cm. 

 

 

 

3.3.5.2 Persiapan Fase Gerak (eluen) 

 

 

 

Alat 

Chamber, gelas ukur, pipet tetes.  

 

Bahan 

n-heksan dan aseton  

 

Cara Kerja 

Sebelum tahap pengelusian dilakuan proses penjenuhan untuk 

menyamakan tekanan uap pada bejana serta membuat 

campuran eluen dapat tercampur dengan baik.  Setiap 

campuran fase gerak dimasukkan ke dalam chamber lalu 

ditutup rapat selama 20-30 menit.  Fase gerak (eluen) dibuat 

dengan campuran beberapa jenis pelarut dengan rasio yang 

berbeda.  Pada penelitian ini digunakan campuran n-heksan : 

Aseton (6:4). 

 

 

 

3.3.5.3 Identifikasi KLT  

 

 

 

Alat  

Pipa Kapiler 
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Bahan 

Plat KLT yang telah dipotong, ekstrak St. hygroscopicus strain 

I18, ekstrak Se. marcescens strain MBC1.  

 

Cara Kerja 

Larutan sampel yang telah disiapkan ditotolkan sebanyak 5-10 

 totolan menggunakan pipa kapiler pada tepi bawah plat KLT.  

 

 

 

3.3.5.4 Pengujian KLT  

 

 

 

Alat 

Chamber, alat UV  

 

Bahan  

Plat KLT yang telah ditotolkan sampel  

 

Cara Kerja 

Plat KLT dimasukkan ke dalam bejana kromatografi yang 

telah dijenuhkan.  Kemudian, tunggu eluensi hingga merambat 

pada plat KLT. Jika, eluen sudah naik sampai batas garis atas 

angkat plat KLT dan didiamkan hingga kering.  Plat diamati di 

bawah sinar UV pada panjang gelombang 365 nm dan 254 

nm.  Beri tanda pada noda. Lalu, noda disemprot dengan  

penampak noda serium sulfat, kemudian dihitung nilai Rf nya.  

 

 

 

3.3.6 Pengujian Fourier Transform Infrared (FT-IR) 
 
 
 

Alat 

FT-IR merk dagang Nicolet iS 10 spektrometer. 
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Bahan  

Sampel St. hygroscopicus strain I18 dan Se. marcescens strain MBC1. 

 

Cara Kerja   

Analisis FT-IR dilakukan dengan alat FT-IR merk dagang Nicolet iS 

10 spektrometer.pada panjang gelombang 400-4000 cm
-1

.  

 

 

 

3.3.7 Pengujian GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectroscopy) 
 
 
 

Alat 

Alat GC-MS dengan merk dagang Shimadzu QP 2010 SE. 

 

Bahan  

Sampel St. hygroscopicus strain I18 dan Se. marcescens strain MBC1. 

 

Cara Kerja 

1 µl sampel diinjeksikan pada alat GC-MS dengan merk dagang 

Shimadzu QP 2010 SE dengan kolom  Rtx-5MS (5% diphenyl/95% 

dimethyl polysiloxane) dan Carbowax (Polyethylene glycol).  Hasil 

analisis berupa grafik yang berisi titik puncak tiap senyawa yang 

ditentukan dengan bobot jenis dan diterjemahkan dengan database 

Wiley7 Library. 

 

 

 

3.3 Analisis Data 
 
 
 

Data yang diperoleh dari hasil uji positif senyawa kimia disajikan dalam 

bentuk tabel dianalisis secara deskriptif dilihat dari perubahan warna yang 

terbentuk.  Selanjutnya hasil KLT dibuat dalam bentuk tabel dianalisis secara 

deskriptif berdasarkan terbentuknya noda yang berwarna.  Data hasil FTIR 
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ditunjukkan dalam bentuk grafik lalu dibahas secara deskriptif berdasarkan 

ukuran dan tipe puncak serapannya. Data hasil GC-MS dianalisis secara 

deskriptif.  

 

 

 

3.4 Diagram Alir Penelitian 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Diagram alir penelitian

Isolat St. hygroscopicus strain I18 di sub- 

kultur pada media YSA dan 

 Se. marcescens strain MBC1 pada media TSA 

Pembuatan Starter pada media cair 

diinkubasi selama 7 hari   

Produksi metabolit sekunder pada 

media cair diinkubasi selama 7 hari 

Evaporasi 

Natan Supernatan 

Uji senyawa kimia KLT,  

FT-IR, GC-MS 
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 
 
 
 

5.1 Simpulan  
 
 
 

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa Streptomyces hygroscopicus 

strain I18 dan Serratia marcescens strain MBC1 mengandung senyawa yang 

sama yaitu golongan terpenoid, dan saponin. Hasil uji GC-MS menunjukkan 

bahwa kandungan senyawa terpenoid (1,2-Benzenedicarboxylic acid) yang 

terdapat pada Serratia marcescens strain MBC1 memiliki potensi yang lebih 

besar sebagai antimalaria.  

 

 

 

5.2 Saran 
 
 
 

Perlu adanya penelitian lanjutan yaitu : 

1. Menganalisis struktur senyawa ekstrak Streptomyces hygroscopicus 

strain I18 dan Serratia marcescens strain MBC1  menggunakan NMR.  

 

2. Mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa bioaktif ekstrak 

Streptomyces hygroscopicus strain I18 dan Serratia marcescens strain 

MBC1 yang memiliki aktivitas antimalaria ataupun bioaktivitas lainnya 

sebagai bahan eksplorasi obat alternatif terbaru. 
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