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ABSTRAK 

 

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA ALKALOID FUNGI 

SEDIMEN MANGROVE SERTA UJI AKTIVITASNYA TERHADAP 

Staphylococcus aureus DAN Pseudomonas aeruginosa 

 

Oleh 

 

REYZKA AULIA WIHARDINI 

 

Resistensi bakteri terhadap antibiotik menjadi permasalahan global dan 

menimbulkan kebutuhan mendesak untuk mencari senyawa metabolit baru dari 

bahan alam.  Ekosistem mangrove memiliki karakteristik lingkungan yang unik 

sehingga mikroba yang mampu bertahan dalam kondisi tersebut memiliki 

bioaktivitas salah satunya sebagai antibakteri.  Pada penelitian ini sedimen 

mangrove diambil secara acak di kawasan ekowisata hutan mangrove Gebang 

Petengoran Kabupaten Pesawaran dengan titik koordinat -5.570759°LS 

105.240765°BT, dan kawasan pantai Dewi Mandapa dengan titik koordinat -

5.571883°LS 105.243494°BT.  Hasil isolasi diperoleh empat isolat fungi yang 

difermentasi menggunakan media beras padat. Isolat terpilih RSM1 dengan 

indikasi genus Rhizidium, ekstrak hasil ko-kultivasi menunjukkan nilai % inhibisi 

sebesar 21.2% terhadap Staphylococcus aureus dan 26.8% terhadap Pseudomonas 

aeruginosa. Analisis FTIR menunjukkan adanya serapan pada bilangan 

gelombang 1371.7 cm
-1  

menunjukkan serapan gugus C-N yang merupakan gugus 

fungsi senyawa alkaloid. Serapan pada bilangan gelombang 1744,4 cm
-1

 dan 

2922.2 cm
-1 

menunjukkan adanya serapan C=O dan C-C alifatik. Analisis LC-MS 

senyawa fraksi RSM1 diperoleh komponen alkaloid berupa best peak dengan m/z 

365 dengan formula molekul C17H33N8O hasil analisis mengindikasi struktur 

alkaloid dengan kerangka dasar triazine. 

 

Kata kunci : Sedimen mangrove, fungi, antibakteri, alkaloid. 



 
 

ABSTRACT 

 

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF AN ALKALOID 

COMPOUND FUNGI SEDIMENT MANGROVE AND THE ACTIVITY 

AGAINST Staphylococcus aureus AND Pseudomonas aeruginosa  

 

By 

 

REYZKA AULIA WIHARDINI 

 

Bacterial resistance to antibiotics is a global problem and creates an urgent need to 

look for new metabolites from natural ingredients. Mangrove ecosystems have 

unique environmental characteristics so that microbes that are able to survive in 

these conditions have bioactivity, one of which is antibacterial. In this study, 

mangrove sediments were taken randomly in the ecotourism area of the Gebang 

Petengoran mangrove forest, Pesawaran Regency with the coordinates of -

5.570759°S 105.240765°E, and the Dewi Mandapa beach area with the 

coordinates of -5.571883°S 105.243494°E. The results of the isolation obtained 

four isolates of fungi that were fermented using solid rice media. The selected 

isolate RSM1 with an indication of the genus Rhizidium, the extract from the co-

cultivation method an inhibition value of 21.2% against Staphylococcus aureus 

and 26.8% against Pseudomonas aeruginosa. FT-IR analysis showed an 

absorption at wave number of 1371.7 cm
-1

 indicating the absorption of the C-N 

group which is a functional group of alkaloid compounds. Absorption at wave 

numbers 1744.4 cm
-1

 and 2922.2 cm
-1

 indicates aliphatic C=O and C-C 

absorption. LC-MS analysis of RSM1 fraction compounds obtained alkaloid 

components in the form of the best peak with m/z 365 with the molecular formula 

C17H33N8O. The results of the analysis indicated the structure of the alkaloids with 

base structure of triazine. 

 

Key words : Mangrove sediment, fungi, antibacterial, alkaloid. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Bacterial resistance atau resistensi bakteri terhadap antibiotik menjadi masalah 

utama kesehatan global selama satu dekade terakhir.  Pada tahun 2050 

diperkirakan akan ada sekitar 10 juta orang terancam meninggal disebabkan oleh 

resistensi mikroba  (O'Neill, 2016).  WHO dalam laporannya yang berjudul 

Antimicrobial Resistance: Global Report on Surveillance, melaporkan bahwa 

Asia Tenggara memiliki angka tertinggi dalam kasus kejadian resistensi mikroba 

(WHO, 2017), juga dalam sebuah laporan dan profil kesehatan Indonesia tahun 

2018, Kementerian Kesehatan Republik Indonesia melaporkan tingginya angka 

kejadian kasus infeksi di Indonesia sebanyak 1.249.958 kasus (Hardhana et al., 

2018).  Mikroba resisten yang termasuk ke dalam golongan bakteri ‗ESKAPE‘ 

yaitu Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa menjadi penyebab 

utama kasus infeksi, serta meningkatnya masalah resistensi terhadap antibiotik 

(Pendleton, et al., 2013).  

 

Meningkatnya resistensi mikroba terhadap berbagai antibiotik menimbulkan 

kebutuhan mendesak untuk mencari sumber senyawa baru potensial sebagai 

antimikroba.  Berbagai upaya dilakukan untuk  mencari senyawa metabolit dalam 

pengembangan obat baru melawan mikroorganisme patogen yang resisten 

terhadap banyak obat.  Pencarian senyawa baru diarahkan pada tanaman yang 

tumbuh di lingkungan yang unik atau lokasi  yang menarik karena diharapkan 

berpotensi dapat menghasilkan senyawa metabolit baru. Sekitar 40% -50% obat 

yang sekarang ada di dunia mulai diformulasikan dari produk alami, termasuk 

mikroorganisme laut seperti mikroorganisme yang berasosiasi dengan lingkungan 

mangrove (Strobel and Daisy, 2003). 
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Ekosistem mangrove tersebar luas di daerah tropis dan subtropis pada garis pantai, 

ekosistem laut ini menarik perhatian peneliti karena ekosistemnya yang ekstrem 

dan khas dengan karakteristik lingkungan berupa kelembaban tinggi, berlumpur 

atau tanah berpasir, dan salinitas tinggi membuat populasi mikroba yang mampu 

bertahan dalam kondisi tersebut menjadi sangat berpotensi menjadi sumber 

produk alami bioaktif baru yang kaya secara struktural (Carroll et al., 2019).  

Namun sebagian besar senyawa metabolit tersebut diperoleh dari endofit tanaman 

mangrove, sedangkan jumlah penelitian tentang keanekaragaman kimiawi 

mikroba yang berasal dari sedimen mangrove lebih sedikit. 

 

Sedimen mangrove berperan dalam mendukung pembentukan lingkungan mikro 

aerobik dan anaerobik, sehingga keanekaragaman komunitas mikroorganisme di 

dalam sedimen sangat tinggi (Bissett, et al., 2007).  Secara khusus, fungi yang 

berasal dari sedimen mangrove berperan penting dalam degradasi bahan organik 

yang berasal dari tumbuhan mangrove sehingga menjadikan tumbuhan mangrove 

tumbuh subur, mikroba fungi juga telah terbukti menjadi sumber produk alami 

yang aktif secara biologis (Gofar, 2013).  Fungi laut telah dianggap sebagai 

sumber senyawa bioaktif dan berperan penting dalam penemuan senyawa bioaktif 

baru yang potensial sebagai antimikroba (Choudhary, et al., 2017). 

 

Senyawa baru yang dihasilkan dari mikroba yang berasosiasi dengan ekosistem 

mangrove sangat menarik perhatian dan terdapat lebih dari 100 senyawa baru 

telah berhasil ditemukan setiap tahun (Carroll, et al., 2019).  Senyawa alkaloid 

termasuk kelompok molekul metabolit sekunder fungi yang memiliki keunikan 

secara struktural sehingga berpotensi sebagai senyawa bioaktif terutama 

antimikroba, yang keberadaannya tersebar luas di alam dan banyak juga 

ditemukan dalam biota laut.  Salah satunya, fungi yang diisolasi dari sedimen 

mangrove diketahui mengandung senyawa alkaloid yang memiliki aktivitas 

sebagai antibakteri.   

 

Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini telah dilakukan isolasi dan karakterisasi 

senyawa alkaloid fungi sedimen mangrove yang berpotensi terhadap 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa.  Bakteri tersebut dipilih 
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karena termasuk bakteri resisten yang menjadi prioritas secara global untuk 

ditemukannya sumber antibiotik baru. 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut :  

1. Memperoleh isolat fungi dari sedimen mangrove, 

2. Mengetahui aktivitas antibakteri senyawa alkaloid fungi dari sedimen 

mangrove terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa, 

dan 

3. Melakukan karakterisasi senyawa alkaloid fungi sedimen mangrove. 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan dalam bidang kesehatan, 

dan kemajuan di bidang kimia organik bahan alam mengenai karakterisasi 

senyawa alkaloid fungi sedimen mangrove yang diisolasi dari kawasan pesisir 

pantai Pesawaran, Lampung serta potensinya terhadap Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa.  



 
 

 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Ekosistem Mangrove 

 

Ekosistem mangrove merupakan ekosistem hutan yang terletak di antara daratan 

dan lautan (Gambar 1).  Ekosistem mangrove global tersebar di Asia (42%), 

Afrika (20%), Amerika Utara dan Tengah (15%), Oceania (12%) dan Amerika 

Selatan (11%) (Giri et al., 2011), di wilayah Asia Selatan dan Tenggara sendiri 

diketahui mencakup hingga 41,4% dari ekosistem mangrove global (Singh, et al., 

2014) dan mencakup sekitar 60% -75% garis pantai tropis dan subtropis.  Kurang 

lebih seperempat garis pantai dunia didominasi oleh mangrove yang tersebar di 

112 negara dan wilayah yang terdiri dari total area sekitar 181.000 km
2
. 

. 

 

Gambar 1. Ekosistem mangrove 

 

Terdapat 70 spesies spesies mangrove yang termasuk ke dalam 17 famili yang 

berbeda. Famili mangrove terbesar, yaitu Rhizophoraceae, terdiri dari empat 

genus mangrove: Bruguiera, Ceriops, Kandelia, dan Rhizophora (Tomlinson, 

2016).  Dari genus tersebut, genus Rhizophora merupakan genus mangrove yang 

persebaran terluas dan banyak ditemukan tumbuh di daerah pesisir tropis dan 

subtropis, dan sebagian besar dikaitkan dengan garis lintang antara 30°N dan 
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30°S, dari spesies bakau tersebut telah banyak dilaporkan senyawa hasil ekstraksi 

dari tanaman ini menunjukkan aktivitas antimikroba (Patra and Mohanta, 2014).   

 

Ekosistem mangrove memiliki fungsi sebagai penyeimbang ekosistem laut dan 

penyedia berbagai kebutuhan yang penting bagi kelangsungan makhluk hidup.  

Kata mangrove mempunyai arti sebagai komunitas tumbuhan di pesisir pantai 

yang hidup dengan kondisi lingkungan yang ekstrem karena salinitas air, arus 

pasang surut yang relatif tinggi, angin kencang, suhu rata-rata tinggi dan tanah 

anaerob berlumpur atau berpasir (Wu et al., 2008).  Kondisi tersebut membuat 

populasi tanaman secara spesifik yang mampu bertahan hidup dalam kondisi 

tersebut yaitu tanaman mangrove (Kathiresan and Bingham, 2001).  

Mikroorganisme yang berasosiasi dengan mangrove dapat mentolerir beberapa 

fluktuasi kondisi fisikokimia, terutama lingkungan salinitas sedang.   

 

Sekitar 80% dari seluruh biomassa hidup di lingkungan mangrove didominasi 

oleh bakteri dan 20% berupa fungi, protozoa, dan mikroalga (Alongi, 2005).  

Mikroba yang hidup dalam ekosistem mangrove terutama fungi memainkan peran 

penting dalam ekosistem laut.  Kondisi lingkungan yang bervariasi dalam 

ekosistem mangrove membuat mikroba yang hidup di dalamnya harus mampu 

beradaptasi dengan perubahan lingkungan yang cukup intens termasuk oksigen, 

keterbatasan nutrisi, pasang surut air laut, suhu dan cahaya yang tinggi 

menyebabkan adaptasi tumbuhan mangrove dalam jalur metabolisme mengarah 

pada biosintesis metabolit bioaktif yang unik secara struktural (Thatoi, et al., 

2013). 

 

 

2.2. Sedimen Mangrove 

 

Sedimen mangrove umumnya dianggap sebagai lingkungan anaerobik yang kaya 

dengan kandungan sulfat dan bahan organik.  Sedimen mangrove mendukung dan 

membantu pembentukan lingkungan mikro aerobik dan anaerobik, sehingga 

keanekaragaman komunitas mikroorganisme di dalam sedimen sangat tinggi 

(Bissett et al., 2007).  Karakteristik sedimen pada ekosistem mangrove berbeda-

beda, yaitu sedimen berpasir dan lumpur.  Formasi hutan khas daerah tropika dan 
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sedikit subtropika, terdapat di pantai rendah dan tenang, berlumpur, sedikit 

berpasir serta mendapat pengaruh pasang surut air laut (Arief, 2003).   

 

Sedimen laut merupakan salah satu habitat terbesar di planet bumi, namun 

penelitian yang dikhususkan mengenai keanekaragaman mikroba masih terbatas. 

Sedimen mangrove merupakan dasar kehidupan bagi hutan mangrove dan segala 

makhluk hidup yang ada di dalamnya.  Keanekaragaman komunitas mikroba 

dalam sedimen laut juga merupakan salah satu keanekaragaman mikroba tertinggi 

di semua habitat yang diteliti (Lozupone and Knight, 2007).  Hutan mangrove 

dapat menjadi pusat keanekaragaman hayati mikroba terutama fungi. 

 

 

2.3. Fungi Sedimen Mangrove  

 

Komunitas mikroba total yang terdapat pada hutan mangrove tropis diketahui 

terdiri dari bakteri dan jamur sebanyak 91%, 7% alga dan 2% protozoa.  Namun 

hanya sedikit dari 1% komunitas mikroba telah terungkap, 99% sisanya 

mikroorganisme belum banyak diteliti atau hanya 5% mikroba yang diisolasi telah 

diperiksa secara kimia (Xu et al., 2015).  Fungi mangrove merupakan kelompok 

terbesar kedua mikroba yang terdapat dalam sedimen mangrove (Sahoo and Dhal, 

2009).  

 

Fungi sedimen mangrove tumbuh di habitat dengan kondisi unik sehingga 

dikaitkan dengan aktivasi metabolisme dan sintesis senyawa yang unik dan belum 

banyak dieksplorasi.  Mikroba yang berasosiasi dengan sedimen mangrove 

memegang peranan penting dalam degradasi bahan organik yang berasal dari 

mangrove itu sendiri menjadi bahan nutrisi agar mangrove tersebut tumbuh subur, 

tumbuhan mangrove juga berperan dalam siklus biogeokimia yang terjadi pada 

ekosistem mangrove dan sebagai pemasok sumber energi bagi organisme hewan 

maupun tumbuhan.  Sedimen berpasir dengan karakteristik yang lebih kasar 

diketahui memiliki jumlah jamur yang lebih sedikit daripada sedimen dengan 

tekstur yang lebih halus (Simoes et al., 2015). 
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Secara khusus, mikroba yang berasal dari sedimen mangrove berperan penting 

dalam degradasi bahan organik yang berasal dari tumbuhan mangrove dan 

menjadi sumber nutrisi bagi fauna yang hidup di dalamnya (Holguin et al., 2001).  

Fungi sedimen mangrove dianggap sebagai sumber aktivitas biokimia baru, dan 

sumber berbagai senyawa bioaktif yang secara struktural unik dan aktif secara 

farmakologis seperti antibakteri, antifungi, anti cancer sehingga menarik 

perhatian peneliti bidang farmasi dalam beberapa tahun terakhir untuk 

mengisolasi senyawa bioaktifnya.  

 

 

2.4. Identifikasi Mikroskopis Fungi Sedimen Mangrove 

 

Hasil penelitian sebelumnya mengenai keanekaragaman fungi sedimen di hutan 

mangrove  diperoleh 40 spesies fungi dengan mayoritas fungi Genus Aspergillus 

sp, dan Penicillium sp paling sering diisolasi.  Mayoritas jamur yang diisolasi 

milik Ascomycota dan Deuteromycota (Selvakumar, et al., 2014).  Namun, fungi 

keluarga Chytridiomycota belum banyak dieksplorasi dan diteliti.  Studi terbaru 

menunjukkan bahwa isolat milik Aspergillus, Penicillium, dan Fusarium 

merupakan genus dominan fungi yang ditemukan di ekosistem sedimen laut 

(Zhang, et al., 2014).  

 

Chytridiomycota (chytrids) adalah jamur zoospora aerobik yang beroperasi 

sebagai saprotrof dan patogen di habitat air laut, tawar, dan payau yang berlimpah 

di tanah.  Salah satu genus dalam phylum Chytridiomycota yaitu Rhizidium.  

Fungi ini terdapat di lingkungan tanah dan air.  Spesies pertama dari genus ini 

dicirikan terutama memiliki zoospora kecil dan dalam perkembangannya memiliki 

variabilitas dengan ciri-ciri memiliki sistem rizoid yang berbeda dan memanjang 

(Roskov et al., 2013).   

 

Klasifikasi fungi genus Rhizidium yaitu sebagai berikut: 

Kingdom : Fungi 

Divisi  : Chytridiomycota 

Class  : Chytridiomycetes 

Ordo  : Chytridiales 



8 
 

 

Family  : Chytriomycetaceae  

Genus  :  Rhizidium (Velez et al., 2011). 

 

 

Gambar 2. Mikroskopis fungi Chytridiomycota (Hasset et al., 2017). 

 

Morfologi fungi Rhizidium termasuk ke dalam keluarga Chytridiomycota 

diilustrasikan memiliki zoospora (zs) berbentuk bulat, ber diameter sekitar 3-4 

mm, mengandung lipid lateral tunggal globule dan memiliki flagel 20–25 mm. 

Zoospora menetap dan menempel pada inangnya (Velez et al., 2011). 

 
Fungi genus Penicillium biasanya memiliki ciri-ciri seperti konidiofor berbentuk 

menyerupai sikat, dan konidia yang berurutan terakumulasi dalam rantai.  

Sedangkan genus Aspergillus biasanya memiliki konidiofor dengan phialides 

diatur pada vesikel bengkak, dan menghasilkan rantai konidia, dan hifa bersepta 

(Deacon, 2013). 

    
(a)                           (b) 

Gambar 3. Ciri Mikroskopis fungi (a) Aspergillus,  (b) Penicillium 
 

Penicillium merupakan genus penting dari filum Ascomycota yang berperan 

dalam pengembangan obat.  Senyawa metabolit sekunder dari spesies Penicillium, 
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terutama alkaloid telah menerima minat peneliti karena struktur yang menarik dan 

kemungkinan senyawa bioaktif yang dapat diperoleh.   

 

Spesies Penicillium dapat berada di hampir setiap habitat ekosistem tumbuhan di 

seluruh dunia termasuk baik darat maupun laut.  Dibandingkan dengan ekosistem 

darat, ekosistem laut dianggap kaya dan sumber senyawa bioaktif baru yang 

belum banyak dieksplorasi secara struktural.  Hal ini disebabkan karena kondisi 

ekosistem laut yang memiliki karakteristik lingkungan yang unik sehingga 

organisme laut akan menghasilkan keragaman metabolit yang lebih besar daripada 

organisme terestrial (Gogineni, et al., 2015).   

 

Spesies Penicillium yang hidup dalam kondisi ekstrim, khas di lingkungan laut, 

sangat sensitif terhadap media kultur dan lebih cenderung menghasilkan alkaloid 

baru. Penelitian Ma, et al., (2016) merangkum 390 metabolit sekunder yang 

dihasilkan dari jamur Penicillium yang berasal dari laut dilaporkan dari tahun 

1991 hingga 2014. 

 

Fungi yang berasal dari genus Aspergillus kaya akan sumber daya dalam 

menemukan senyawa metabolit sekunder yang beragam secara struktural dan aktif 

secara biologis.  Karena lingkungan ekologisnya yang unik, tanaman bakau 

tumbuh di pesisir salin habitat di daerah tropis dan subtropis, dianggap sebagai 

sumber mikroba yang menjanjikan jamur seperti fungi Aspergillus sp., yang dapat 

menghasilkan produk alami bioaktif.  Ekstrak dari media fermentasi beras 

Aspergillus sp. menghasilkan isolasi dan identifikasi empat belas senyawa, yang 

meliputi senyawa baru seperti alkaloid yang diketahui yang diketahui memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap patogen uji, termasuk MRSA (Pang et al., 2020). 

 

 

2.5. Potensi Senyawa Metabolit Sekunder Fungi Sedimen Mangrove 

 

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang dihasilkan pada sel berupa molekul 

molekul kecil dan bersifat spesifik.  Tumbuhan menghasilkan berbagai metabolit 

sekunder yang berguna dalam interaksinya dengan lingkungan.  Senyawa ini 

diproduksi hanya dalam jumlah sedikit, tidak terus-menerus hanya untuk 

mempertahankan diri dan tidak berperan penting dalam proses metabolisme utama 
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(primer) (Sudha and Ravishankar, 2002).  Menurut definisi, metabolit sekunder 

dianggap sebagai senyawa kimia yang tidak terlibat langsung untuk pertumbuhan, 

perkembangan atau reproduksi tanaman.  Metabolit sekunder berperan untuk 

memberikan manfaat biologis bagi produsen dalam menghadapi tekanan 

lingkungannya (Chiang, et al., 2011).  

 

Ekosistem mangrove memiliki keunikan yang tinggi dengan keanekaragaman 

hayati flora, fauna, dan habitat tempat hidupnya.  Komunitas mikroba yang 

berasosiasi dengan habitat mangrove terus menarik ahli kimia karena 

keanekaragaman senyawa metabolit bioaktifnya (Debbab, et al., 2013). 

Mikroorganisme yang berasosiasi dengan mangrove, termasuk fungi dan bakteri 

menarik perhatian peneliti produk alam.  Mikroba sedimen mangrove diketahui 

mengandung senyawa bioaktif seperti alkaloid yang memiliki kemampuan sebagai 

antibakteri (Wiese and Imhoff, 2019).  Studi khusus, terutama pada jamur dan 

bakteri yang berasal dari tanah menunjukkan bahwa mikroorganisme yang 

berasosiasi dengan lingkungan sedimen kaya akan sumber zat bioaktif yang unik 

secara struktural.  

 

2.6. Alkaloid 

 

Alkaloid termasuk kelompok senyawa metabolit sekunder yang memiliki 

keunikan secara struktural sehingga berpotensi sebagai senyawa bioaktif.  

Senyawa alkaloid tersebar luas di alam dan banyak juga ditemukan dalam biota 

laut, senyawa alkaloid dalam strukturnya mengandung atom nitrogen yang 

menjadi ciri utama dari kelompok senyawa ini (Usman, 2014). 

 

Senyawa alkaloid dapat dikelompokkan berdasarkan bentuk cincin heterosiklik 

nitrogen yang terdapat di dalamnya, alkaloid heterosiklik merupakan salah satu 

produk alami yang paling menantang untuk diteliti karena memiliki struktur 

yang unik dan berbeda, juga karena potensi bioaktivitasnya.  
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Alkaloid heterosiklik dibagi menjadi beberapa kategori: alkaloid indol, alkaloid 

diketopiperazine, alkaloid pirolidin, alkaloid piperidin, dan alkaloid 

heterosiklik lainnya (Dewick, 2002).  

 

 

Gambar  4. Struktur dasar alkaloid 

 

 

2.7. Alkaloid Fungi Sedimen Mangrove  

 

Fungi yang hidup di kondisi lingkungan yang ekstrim seperti lingkungan laut 

merupakan salah satu sumber terkaya senyawa yang mengandung nitrogen dasar 

ini. Spesies jamur yang termasuk dalam genus Penicillium telah dipelajari seluruh 

dunia untuk potensi biosintetik untuk menghasilkan alkaloid bioaktif.  

Mengisolasi metabolit sekunder dari spesies laut, terutama alkaloid menjadi hal 

yang menarik untuk diteliti karena struktur yang menarik dan kemungkinan 

aplikasi farmasi dari senyawa yang diisolasi (Zhang, 2020). 

 

Alkaloid triazine  menurut banyak penelitian sebelumnya diketahui merupakan 

kerangka dasar alkaloid yang berpotensi senyawa bioaktif salah satunya sebagai 

antibakteri.  Kerangka dasar alkaloid triazine sebagai berikut. 

 

Gambar  5. Kerangka dasar 1,3,5-triazine 

 

Senyawa turunan triazine diketahui menghasilkan senyawa bioaktif sebagai 

antibakteri yang diisolasi dari tanaman darat maupun laut (Abdel-Shafi, et al., 

2019).  
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2.8. Metode Isolasi dan Ekstraksi 

 

Isolasi dilakukan untuk mendapatkan senyawa murni dari suatu campuran 

senyawa.  Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa yang diinginkan dari 

suatu sampel menggunakan pelarut yang sesuai, metode ini didasarkan oleh 

perbedaan pendistribusian zat terlarut antara dua pelarut atau lebih yang tidak 

saling bercampur.  Isolasi senyawa metabolit sekunder yang berasal dari fungi 

dilakukan untuk mendapatkan senyawa metabolit sekunder yang diharapkan 

berpotensi terhadap antibakteri sehingga dapat memberikan manfaat bagi 

kehidupan manusia (Seidel, 2006).   

 

Pada penelitian ini digunakan metode ekstraksi yaitu maserasi.  Maserasi 

merupakan metode ekstraksi senyawa paling sederhana yang dapat digunakan 

dalam skala kecil maupun industri, maserasi yang dilakukan dengan 

menambahkan pelarut ke dalam serbuk simplisia kemudian didiamkan dalam 

wadah tertutup pada suhu kamar.   

 

 

2.8.1. Kultivasi dan Ko-kultivasi 

 

Kultivasi merupakan metode peremajaan isolat mikroba dalam media buatan di 

luar habitat alaminya secara aseptik. Kultivasi berfungsi untuk memperbanyak 

jumlah mikroba dengan cara menumbuhkan mikroba tersebut dalam media biakan 

secara in vitro di laboratorium.  Lingkungan fisik mempengaruhi kultivasi 

mikroba, sehingga perlu diperhatikan beberapa hal untuk menumbuhkan mikroba 

yaitu temperatur, pH, konsentrasi oksigen, dan tekanan yang sesuai dengan 

kondisi lingkungan alaminya. 

 

Fermentasi ko-kultivasi adalah peremajaan mikroorganisme dengan penambahan 

mikroorganisme lain yang berbeda dan saling kontak dalam satu lingkungan 

buatan.  Adanya interaksi antara mikroorganisme yang berbeda dalam hal ini 

menyebabkan mikroorganisme akan memproduksi senyawa bioaktif yang 

berbeda, hal ini menjadi alasan banyaknya digunakan metode ini sebagai upaya 

untuk menemukan senyawa metabolit baru sebagai agen antimikroba dalam 

berbagai penelitian. Ko-kultivasi terbukti dapat meningkatkan potensi senyawa 
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bioaktif yang dapat dihasilkan dari mikroorganisme.  Fermentasi ko-kultur 

merupakan pendekatan interaksi sel ke sel untuk menginduksi produksi senyawa 

metabolit tersembunyi (cryptic metabolites)(Onaka et al., 2011). 

 

Pada penelitian ini dilakukan kultivasi isolat fungi yang diperoleh dari sedimen 

mangrove pada media beras padat selama 14 hari dalam keadaan aseptis pada 

suhu ruang.  Media beras dipilih karena memiliki kandungan protein dan 

karbohidrat serta nitrogen yang cukup dominan. Menurut penelitian Fitrah, et al., 

(2011) media beras terbukti paling baik untuk pertumbuhan fungi dengan 

kerapatan spora dan viabilitas spora.  

 

 

2.8.2. Maserasi 

 

Maserasi adalah metode ekstraksi sederhana yang masih banyak digunakan, dalam 

prosedurnya sampel direndam menggunakan pelarut organik pada suhu ruang 

dalam wadah tertutup.  Metode ini merupakan metode yang paling sederhana yang 

banyak digunakan baik skala kecil maupun industri.  Ekstraksi selesai ketika 

kesetimbangan antara konsentrasi metabolit dalam ekstrak dan dalam suatu bahan 

telah tercapai dicapai.  Metode maserasi memiliki keunggulan seperti dapat 

menghindari senyawa-senyawa yang bersifat termolabil mengalami kerusakan.  

Setelah ekstraksi, bahan sisa harus dipisahkan dari pelarutnya dengan penuangan 

dan penyaringan yang kemudian dapat dilakukan penguapan (Seidel, 2006). 

 

Prinsip maserasi adalah pelarut akan menarik senyawa metabolit sekunder 

berdasarkan sifat kepolarannya dalam suatu pelarut (like dissolve like), penyarian 

dilakukan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari yang 

sesuai selama 24 jam pada suhu kamar.  Senyawa bioaktif yang terkandung dalam 

simplisia akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam 

sel dengan di luar sel, seperti prinsip difusi dimana larutan yang konsentrasinya 

tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh pelarut yang memiliki konsentrasi 

rendah.  Peristiwa tersebut berulang sampai mencapai keseimbangan konsentrasi 

antara larutan di luar sel dan di dalam sel.  Setelah ekstraksi selesai, pelarut 
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dihilangkan dari campuran dengan proses penguapan menggunakan vakum 

evaporator untuk memekatkan produk berupa ekstrak yang dihasilkan. 

 

Pemilihan prosedur ekstraksi untuk metabolit mikroba harus mempertimbangkan 

jumlah senyawa metabolit yang diproduksi oleh mikroba sangat rendah, dan 

menghasilkan campuran senyawa yang kompleks.  Pelarut yang digunakan atau 

pelarut organik misalnya, etil asetat (EtOAc), metanol (MeOH), dan sebagainya 

untuk ekstraksi metabolit mikroba (Seidel, 2006). Pada penelitian ini proses 

ekstraksi dilakukan menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc). 

 

 

2.9. Bakteri Uji 

 

2.9.1. Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang dapat hidup pada 

suhu maksimum 37°C.  Staphylococcus aureus dapat tumbuh pada berbagai 

macam media dan dengan aktif melakukan metabolisme. Staphylococcus aureus 

biasanya membentuk koloni abu-abu hingga keemasan (Jawetz, et al., 2005). 

Antibiotik yang berpotensi aktif melawan beberapa patogen MDR adalah 

kloramfenikol.  

 

Staphylococcus aureus diklasifikasikan sebagai berikut :  

Filum : Protophyta  

Kelas : Schizomycetes  

Ordo : Eubacteriales  

Family : Micrococcaceae  

Genus : Staphylococcus  

Species: Staphylococcus aureus (Garrity, et al., 2004). 

 

Di antara MDR, yang disebut 'ESKAPE' (Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa dan Enterobacter spp.) patogen Staphylococcus aureus semakin 

diakui sebagai ancaman mikroorganisme terutama karena kemampuan resistensi 

terhadap sebagian besar antibiotik atau agen antimikroba (Rice, 2008). 
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2.9.2. Pseudomonas aeruginosa 

 

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan patogen gram negatif, berbentuk 

batang, dan mampu tumbuh dengan baik di suhu 25°C - 37°C.  Bakteri ini mampu 

tumbuh pada suhu 42°C yang menjadi pembeda dari banyak spesies Pseudomonas 

lainnya (Wu, et al., 2015).  

 

Klasifikasi Bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah sebagai berikut :  

Filum  : Proteobacteria  

Kelas  : Gamma Proteobacteria  

Ordo  : Pseudomonadales  

Famili  : Pseudomonadaceae  

Genus  : Pseudomonas  

Spesies : Pseudomonas aeruginosa (Madigan, et al., 2008).  

 

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif sebagai 

patogen kulit kuat yang paling sering terjadi di rumah sakit, bakteri ini dikenal 

sebagai bakteri tangguh yang mampu bertahan hidup di lingkungan yang ekstrem 

seperti kondisi nutrisi yang minim dan mampu beradaptasi dengan mudah, hal ini 

lah yang diduga menjadi penyebab bakteri P.aeruginosa menjadi resisten dan 

penyumbang tingginya kasus MDR (WHO, 2017).   

 

Dibandingkan dengan patogen lain, P. aeruginosa sangat sulit untuk diatasi 

karena menunjukkan resistensi intrinsik yang tinggi terhadap berbagai macam 

antibiotik.  Obat antipseudomonal yang sering digunakan dalam rumah sakit 

seperti ciprofloxacin sebagai agen antimikroba (Brazas, et al., 2005). Penggunaan 

antibiotik secara ekstensif mengakibatkan munculnya bakteri resisten yang dapat 

membuat obat tidak efektif.  Meningkatnya resistensi ini mendesak diperlukannya 

antibiotik baru untuk pengobatan yang lebih baik dan meningkatkan 

efektivitasnya. 
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2.10. Skrining Bioaktivitas Antibakteri 

 

Skrining antibakteri adalah teknik yang digunakan untuk mengukur seberapa 

besar potensi senyawa dapat memberikan efek bagi mikroorganisme terutama 

antibakteri.  Salah satu uji antibakteri adalah uji skrining ekstrak dengan metode 

mikrodilusi menggunakan microtiter plate 96 wells.  Metode ini biasanya 

digunakan untuk menentukan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) sampel 

antibakteri terhadap bakteri uji yang dapat didefinisikan sebagai konsentrasi 

(mg/L) (Wiegand, et al., 2008).  

 

Metode KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) merupakan penentuan konsentrasi 

ekstrak yang paling rendah yang mampu menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme.  Menurut Sulistijowati, (2015) metode ini dilakukan  yaitu untuk 

mengetahui konsentrasi minimum suatu zat antibakteri, yang masih memiliki  

aktivitas menghambat terhadap bakteri uji. 

 

Resazurin adalah indikator oksidasi-reduksi yang digunakan untuk evaluasi 

pertumbuhan sel, terutama di berbagai tes sitotoksisitas.  Uji resazurin 

memungkinkan deteksi pertumbuhan mikroba dalam ukuran yang sangat kecil. 

(McNicholl, et al., 2007). Interaksi yang terjadi adalah perubahan warna resazurin 

biru menjadi merah muda ketika direduksi menjadi resorufin oleh bakteri  hidup.  

 

     

Resazurin (biru)  Resorufin (merah muda)  

Gambar  6. Reduksi resazurin menjadi resorufin 

 

 

2.11. Metode Pemisahan 

 

2.11.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan sebuah metode yang digunakan 

untuk menentukan identitas dan kemurnian suatu senyawa.  Kromatografi Lapis 

Tipis biasanya dilakukan menggunakan lapisan tipis adsorben (plat KLT).  
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Parameter pada KLT yang digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf (Retention 

factor) (Sherma and Fried, 2003), dimana Rf adalah: 

 

 

 

Pereaksi yang umum digunakan yaitu pereaksi serium sulfat. Pereaksi serium 

sulfat digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel 

dengan ditandai timbulnya noda berwarna coklat kehitaman. Pereaksi lain seperti 

pereaksi Dragendorff digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid 

(N tersier) dalam campuran yang ditandai dengan timbulnya noda orange pada 

hasil uji KLT.  Sedangkan fasa diam atau adsorben yang umum digunakan yaitu  

silika gel atau adsorben fase terbalik C18.   

 

Silika gel adalah adsorben polar yang biasa digunakan untuk memisahkan 

senyawa yang polaritasnya rendah sampai sedang.  Senyawa yang sangat polar 

akan berada pada titik awal adsorben yang bersifat polar.  Terlepas dari adsorben 

yang digunakan, KLT dapat digunakan sebagai persiapan awal untuk menjalankan 

uji pemisahan dalam kromatografi kolom (Meyers and Meyers, 2008). Pada 

penelitian ini digunakan fase diam yaitu plat silika dengan modifikasi fase gerak 

n-Heksana : etil asetat yang kemudian dielusi menggunakan pereaksi serium sulfat 

dan Dragendorff. 

 

 

2.11.2. Kromatografi Kolom 

 

Kromatografi kolom merupakan suatu teknik pemisahan campuran yang 

didasarkan pada perbedaan interaksi setiap senyawa dalam campuran yang ingin 

dipisahkan dengan kolom media yang digunakan terutama untuk pemisahan 

campuran beberapa senyawa-senyawa hasil alam khususnya metabolit sekunder 

yang diperoleh dari isolasi tumbuhan.  

 

Pemisahan dengan metode kromatografi kolom dilakukan dengan memanfaatkan 

sifat fisik dari komponen campuran tersebut, seperti kelarutan sampel, adsorbsi, 

dan kepolaran.  Kromatografi kolom menggunakan alat berupa kolom yang 
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terbuat dari gelas atau kaca yang ditempatkan secara vertikal sehingga zat dapat 

diturunkan secara perlahan berdasarkan gaya gravitasi bumi.  Di dalam kolom 

akan terjadi kesetimbangan antara zat terlarut yang diadsorpsi adsorben dan 

pelarut yang mengalir melewati kolom, sehingga terjadi pola pemisahan dari 

masing-masing komponen senyawa berdasarkan sifat kepolarannya (Poole, 2009). 

 

 

2.11.3. Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 

 

Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) adalah salah satu metode 

kromatografi yang didasarkan pada pemisahan di bawah tekanan.  MPLC 

diperkenalkan pada tahun 1970-an sebagai alat yang efisien teknik pemisahan 

preparatif senyawa organik. MPLC mengatasi satu kelemahan utama dari low 

kromatografi cair tekanan (LPLC), yaitu terbatas pemuatan sampel.  Perbedaan 

antara tekanan rendah, tekanan sedang dan tekanan tinggi LC didasarkan pada 

rentang tekanan yang diterapkan dalam teknik ini. MPLC memungkinkan 

pemurnian senyawa dalam jumlah besar dan diperoleh pemisahan lebih cepat dan 

lebih baik (Hostettmann and Terreaux, 2000).   

 

 

2.12. Karakterisasi senyawa 

 

Karakterisasi senyawa digunakan untuk memprediksi bentuk struktural 

senyawa yang terkandung dalam suatu ekstrak. Spektrofotometri didasarkan 

pada interaksi antara energi cahaya dan materi.  Beberapa keuntungan dari 

penggunaan metode spektrofotometri adalah jumlah zat yang diperlukan untuk 

analisis relatif kecil dan waktu pengerjaannya cepat.  Metode spektroskopi 

yang dilakukan pada penelitian ini antara lain Mass Spectroscopy (MS), dan 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). 

 

 

2.12.1. Mass Spectroscopy (MS) 

 

Mass spectrometry (MS) atau Spektrometri Massa digunakan untuk mengetahui 

berat dari suatu molekul atau senyawa dalam m/z dan untuk mengetahui pola  
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pemecahan (fragmentasi) dari suatu molekul organik.  Metode spektrofotometri 

dan kromatografi digunakan untuk menentukan dan mengidentifikasi senyawa 

dalam ekstrak (Magalhaes, et al., 2007).   

 

Spektrometer massa membombardir zat dengan berkas elektron, dan mencatat 

fragmen spektrum ion positif dan kelimpahan relatifnya.  Prinsip spektrometri 

massa yaitu senyawa yang terionisasi kemudian dipisahkan berdasarkan rasio 

massa per muatannya, kemudian jumlah ion yang mewakili setiap massa atau unit 

dicatat sebagai spektrum.  Sampel yang telah diionisasi, dipercepat oleh medan 

listrik dan kemudian masuk ke penganalisis massa, spektrometer massa tempat 

pemisahan menurut rasio massa terhadap muatan (m/z) (Pavia, et al., 2008).   

 

 

2.12.2. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) 

 

Spektrofotometri Inframerah (IR) adalah metode yang digunakan untuk 

menganalisis komposisi biomolekul secara struktural dengan cara 

mengidentifikasi gugus fungsi pada suatu molekul.  Spektrofotometer Inframerah 

(FT-IR) merupakan alat yang paling kuat untuk mengidentifikasi jenis ikatan 

kimia atau gugus fungsi yang ada dalam struktur. 

 

Pada penelitian sebelumnya diperoleh analisis FTIR senyawa alkaloid adanya 

gugus hidroksil diperkuat oleh serapan pada bilangan gelombang 1067,32 cm
-1

 

yang menunjukkan adanya sinyal ulur CO. Disamping nilai bilangan gelombang 

3389,46 cm
-1

 menunjukkan adanya gugus NH.  Serapan pada bilangan gelombang 

2926,57 cm
-1

 menunjukkan adanya gugus C-H alifatik.  Serapan pada bilangan 

gelombang 1694,15 cm
-1

 menunjukkan adanya gugus karbonil regang C=O group 

(Brochot, et al., 2017). Senyawa yang diperoleh diasumsikan merupakan gugus 

alkaloid aromatik yang memiliki beberapa gugus fungsi; NH, OH, CH aromatik, 

CN, C=O, CO dan C=C. 

 

 



 
 

 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret sampai dengan Juni 2022 di Unit 

Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-

LTSIT) Universitas Lampung. Analisis menggunakan Fourier Transform 

Infrared Spectrometer (FT-IR) di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu 

dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung. Analisis 

Liquid Chromatography–Mass Spectrometry (LC-MS) dilakukan di Pusat 

Laboratorium Forensik Badan Reserse Kriminal POLRI, Bogor. 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan yaitu  laminar air flow Memmert, autoclave Tomy SX-

700, instrumen FTIR Cary 360, Mass Spectrometer Xevo G2-S Qtof , instrumen 

Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) Buchii/Sepaco Term, neraca 

analitik Wigen Houser, incubator Memmert- Germany/INC-02, mikroskop Axioo 

Zeiss Imager A1, drying oven Jisico, hospitex diagnostics, lampu UV λ 254 nm, 

cawan petri, jarum ose, lampu spirtus, neraca analitik, oven, hot plate. satu set alat 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT), satu set alat Kromatografi Kolom (KK),  alat-

alat gelas (pipet tetes, gelas beaker, erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur), kasa, 

karet gelang, bunsen, mikropipet, tissue, serbet, pinset, dan kapas. 

 

Bahan-bahan yang digunakan yaitu EtOAc, n-Heksana, MeOH PA, pereaksi 

serium sulfat, pereaksi Dragendorff, beras, peptone from meat, meat extract, 

bubuk agar, alkohol 70%, silika gel, sephadex, material sedimen mangrove, isolat 
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bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa, akuades (H2O), air 

laut buatan, dan antibiotik (ciprofloxacin dan chloramphenicol). 

 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Sampling Material  

 

Material pada penelitian ini adalah sedimen mangrove yang diambil secara acak di 

Pantai Dewi Mandapa dan kawasan wisata mangrove Desa Gebang, Pesawaran, 

Lampung.  Penentuan koordinat lokasi sampling menggunakan alat Global 

Positioning System (GPS).  Sedimen mangrove diambil menggunakan spatula 

steril dan dimasukkan ke dalam kantong plastik agar sampel tidak terkontaminasi 

dan diberi label.  Kemudian, sampel disimpan ke dalam cool box 4ºC dan dibawa 

ke laboratorium untuk diisolasi (Chen et al., 2014). 

 

 

3.3.2. Isolasi Mikroba Sedimen Mangrove  

 

Isolasi mikroba dilakukan menggunakan metode Pour Plate (Agar tuang) 

pengenceran bertingkat  menurut Basiriya, et al.,(2017)  dengan beberapa 

modifikasi. ditimbang 1 gram sedimen kemudian dilarutkan dalam 9 mL air laut 

(pengenceran 10
-1

). Pengenceran serial 10
-2

 , sampai 10
-6

 dibuat dengan memipet 

volume terukur sebanyak 1 mL ke dalam blanko pengenceran, kemudian 

ditambahkan air laut dengan perbandingan 1:9 sehingga didapat 1/10 sel 

mikroorganisme dari pengenceran sebelumnya.  Kemudian 100 µL suspensi 

(media kultur) dari setiap pengenceran di spread ke media NA yang telah 

ditambahkan antibiotik pada cawan petri dingin dan steril.  Pengenceran 10
-2

 

sampai 10
-5

 dipilih untuk pertumbuhan mikroba.  Media kemudian diinkubasi 

selama 3-7 hari pada 25
o
C. 

 

 

3.3.3. Pemurnian Mikroba Endofit  

 

Setelah proses inkubasi, koloni mikroba yang sudah tumbuh diambil sebagian dari 

miselia fungi  pada permukaan agar dengan menggunakan kawat ose steril dan 

dipindahkan ke media NA yang baru,  kultur murni dikelompokkan menurut 
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warna koloni, pertumbuhan hifa, dan pola pertumbuhan yang berbeda untuk 

dijadikan isolat tunggal.  Kemudian disimpan pada suhu ruangan selama 3x24 

jam.  

 

 

3.3.4. Identifikasi Mikroskopis Menggunakan Metode Slide Culture  

 

Pengamatan mikroskopis isolat fungi sedimen mangrove dilakukan menggunakan 

metode slide culture dengan cara meletakkan coverslip ke media agar dan 

menginokulasi koloni fungi berdekatan dengan coverslip.  Setelah 3-4 hari, 

coverslip diambil perlahan kemudian ditambahkan dengan methylene blue.  

Coverslip diletakkan pada kaca preparat dan diamati mikroskopisnya berupa ada 

tidaknya spora atau konidia, rhizoid, bentuk spora dan konidia (Rosa et al., 

2013).  

 

 

3.3.5. Kultivasi dan Ko-kultivasi Fungi Sedimen Mangrove  

 

Isolat fungi dikultivasi untuk memproduksi senyawa metabolit.  Media cair 

Nutrient Broth sebanyak 10 mL disterilisasi autoclave pada suhu 121°C selama 

15 menit.  Kemudian, diinokulasi sebanyak 1-2 ose isolat yang telah dimurnikan 

pada media cair yang telah disiapkan. Merujuk pada Liu et al.,(2017) dengan 

beberapa modifikasi strain mikroba ditumbuhkan pada media kultur beras padat 

(100 g beras dalam 110 ml air laut, di autoklaf selama 20 menit pada 121°C). 

Lalu, diinkubasi selama 14 hari pada suhu ruang dan dilakukan pengamatan fisik 

selama pertumbuhan. 

 

Ko-kultivasi dilakukan dengan budidaya jamur dan bakteri dalam kultur bersama 

untuk isolasi dan identifikasi metabolit dengan media beras padat yang telah 

diautoklaf  sebelum  menginokulasi jamur yang selanjutnya diinkubasi selama 4 

hari pada suhu ruang (Umeokoli et al., 2019). Pseudomonas aeruginosa 

diinokulasi dalam kaldu TSB. Volume kultur bakteri 10 mL ditambahkan ke 

media beras pada hari keempat dan diinkubasi dalam kondisi steril selama 14 

hari. Kemudian 3 x 400 mL EtOAc ditambahkan ke kultur untuk menghentikan 

pertumbuhan sel dan maserasi (Umeokoli et al., 2019).  
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3.3.6. Ekstraksi Senyawa dari Fungi Sedimen Mangrove  

 

Ekstraksi mikroba merujuk pada Umeokoli et al., (2019) dengan beberapa 

modifikasi. Hasil kultivasi isolat sampel diekstraksi dengan metode maserasi 

hingga semua sampel serbuk terendam menggunakan pelarut etil asetat (3 x 400 

mL) selama 24 jam.  Kemudian, ekstrak etil asetat disaring dan dipekatkan 

menggunakan evaporator vakum untuk memisahkan pelarut dengan ekstrak 

sehingga didapatkan ekstrak kasar.  Hasil ekstrak kasar kemudian digunakan 

untuk uji skrining antibakteri untuk mengetahui keaktifan dari sampel terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

 

 

3.3.7. Analisis Pemisahan Kromatografi Lapis Tipis 

  

Ekstrak kemudian dianalisis dengan KLT menggunakan plat silika sebagai fase 

diam. Eluen yang digunakan merupakan variasi pelarut seperti n-Heksana, EtOAc, 

dan pelarut lainnya.  Setelah dilakukan elusi terhadap pelat KLT, bercak atau noda 

dilihat di bawah lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm. Hasil 

kromatogram tersebut disemprot dengan menggunakan beberapa reagen seperti 

serium sulfat dan Dragendorff untuk menampakkan noda hasil KLT, lalu 

dikeringkan di atas pemanas. Pelat KLT yang telah dipanaskan, diamati dan 

dihitung nilai Rf nya untuk mengetahui tingkat kepolaran masing-masing 

komponen. 

 

 

3.3.8. Uji Skrining bioaktivitas 

 

3.3.8.1.  Peremajaan Bakteri 

 

Mikroorganisme uji yaitu bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa.  Mikroorganisme uji diremajakan dalam media TSA dan 

diinkubasi selama 18 jam, kemudian ditumbuhkan dalam media Tryptic Soy 

Broth (TSB) lalu diinkubasi pada suhu 35–37°C selama 2-6 jam.  Kekeruhan 

bakteri diatur agar sesuai dengan standar barium sulfat (0,5 McFarland).  

 

https://www.cdc.gov/hai/organisms/pseudomonas.html
https://www.cdc.gov/hai/organisms/pseudomonas.html
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3.3.8.2. Skrining Bioaktivitas 

 

Uji skrining antibakteri dilakukan menggunakan metode mikrodilusi 96 wells.  

Ekstrak pada konsentrasi 2000 ppm diuji terhadap bakteri Staphylococcus aureus 

dan Pseudomonas aeruginosa, suspensi bakteri sesuai Standar Mc Farlands untuk 

mencapai kira-kira 1x10
8
 CFU/ml, masing-masing ekstrak dipipet ke dalam 

sumuran microplate tiga sumuran yang pertama sebagai kontrol positif, Kontrol 

positif ditambahkan 145 μL media TSB, 50 μL antibiotik (2000 ppm), dan 25 μL 

inokulum bakteri. Kemudian kontrol negatif ditambahkan 145 μL media TSB, 50 

μL MeOH PA 12,5%, dan 25 μL inokulum bakteri. Kontrol pertumbuhan (blanko) 

ditambahkan 220 μL media TSB. Kemudian, pelat mikrotiter uji diinkubasi pada 

suhu 37°C selama 18 jam, kemudian larutan resazurin 0,02% sebanyak 30 µl 

ditambahkan ke setiap sumur dan selanjutnya diinkubasi selama 2 jam dan 4 jam.  

Perubahan warna yang terjadi kemudian diamati secara visual dan dicatat (Sarker, 

2007).  

 

Uji skrining bioaktivitas dengan metode Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

untuk senyawa bioaktif alkaloid. Pipet 100 μL media TSB dan 100 μL antibiotik 

sebagai kontrol positif dan 100 μL sampel dalam sumuran, campuran 

dihomogenkan diencerkan dua kali lipat ke sumuran berikutnya. Campurkan 

suspensi bakteri yang disesuaikan dengan 1x10
8
 CFU μL yang telah diencerkan 

1:100. Pelat kemudian diinkubasi pada suhu 37
o
C dalam Inkubator selama 18 jam; 

kemudian diukur nilai absorbansinya dan dicatat ( CLSI, 2012; Wiegand et al., 

2008).  

 

 

3.3.9. Ko-kultivasi (Scaling up)  

 

Strain fungi terpilih dari hasil skrining bioaktivitas dilakukan scaling up dalam 

skala yang lebih besar. Ko-kultivasi skala besar dilakukan dengan menumbuhkan 

fungi pada media beras padat dengan air laut buatan steril. Proses ko-kultivasi 

dilakukan menggunakan botol gelap 2,5 L yang berisi media beras padat (200 

gram dalam 220 mL air laut buatan), lalu diinkubasi selama 4 hari pada suhu 

ruang (Umeokoli et al., 2019).  Inokulum bakteri Pseudomonas aeruginosa 
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ditanam dalam media TSB. Volume kultur bakteri 20 mL ditambahkan ke media 

beras pada hari keempat, kemudian diinkubasi dalam kondisi steril selama 14 hari. 

 

 

3.3.10. Ekstraksi (Scaling up) 

 

Setelah inkubasi selama 14 hari, kultur fungi kemudian ditambahkan dengan 

EtOAc sebanyak 3 x 800 mL untuk menghentikan pertumbuhan sel dan maserasi, 

maserasi dilakukan tiga kali pengulangan hingga maserat tidak berwarna yang 

menandakan seluruh senyawa metabolit sekunder pada kultur fungi sudah 

terekstrak.  Filtrat yang berwarna kuning kemerahan kemudian dipekatkan 

menggunakan rotary evaporator dan diperoleh ekstrak pekat. 

 

 

3.3.11. Fraksinasi menggunakan metode kromatografi 

 

Uji pendahuluan keberadaan senyawa alkaloid dilakukan dengan metode 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan pereaksi spesifik Dragendorff dan 

serium sulfat. Perbandingan pelarut yang sesuai dalam pemisahan senyawa 

alkaloid saat uji KLT digunakan untuk tahap pemurnian lebih lanjut menggunakan 

metode kromatografi kolom dan Medium Pressure Liquid Chromatography 

(MPLC). 

 

 

3.3.11.1. Kromatografi Kolom 
 

Ekstrak pekat yang diperoleh kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan 

kromatografi kolom.  Pada penelitian ini fasa diam yang digunakan berupa silika 

gel dan fase gerak yaitu beberapa variasi pelarut dari polar ke non polar dengan 

perbandingan yang dilihat dari spot hasil kromatografi lapis tipis.  Kromatografi 

kolom dilakukan dengan memasukkan fasa diam ke dalam kolom kaca, lalu 

ditambahkan pelarut (fase gerak) ke dalam kolom kaca.  Dialirkan sampel dari 

bagian atas melewati kolom kaca dan senyawa hasil fraksinasi ditampung dalam 

botol vial untuk kemudian dilakukan analisis kromatografi lapis tipis untuk 

melihat spot senyawa alkaloid yang terdapat pada senyawa hasil fraksinasi. 
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3.3.11.2. Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC) 

 

Fraksinasi dengan metode MPLC dilakukan dengan menginjeksi senyawa target 

ke dalam kolom kromatografi.  Instrumen Medium Pressure Liquid 

Chromatography (MPLC) dihubungkan dengan perangkat komputer yang telah 

terinstall aplikasi Sepacore software Chromatography.  Disiapkan pelarut yang 

akan digunakan dan dihubungkan dengan alat MPLC, dalam setting software 

diatur gradient pelarut yang akan digunakan dalam pemisahan, serta laju alir dan 

tabung reaksi sebagai tempat penampung hasil fraksinasi.   

 

Fraksi hasil ekstraksi dilarutkan dalam pelarut kemudian diinjeksikan ke dalam 

kolom yang telah disiapkan. Dalam penelitian ini fraksinasi dilakukan 

menggunakan kolom sepacore 40g menggunakan gradient pelarut n-Heksana : etil 

asetat (9:1). Hasil fraksi yang dilihat dalam kromatogram kemudian dilakukan uji 

KLT untuk melihat spot tunggal senyawa alkaloid yang berhasil dipisahkan. 

 

 

3.3.12. Karakterisasi Senyawa  

 

Sampel yang mengandung spot noda tidak berekor dan diperkirakan merupakan 

senyawa alkaloid yang sudah murni, selanjutnya dikarakterisasi menggunakan 

instrumen Fourier Transform Infrared Spectrometry (FT-IR) Cary 360 di 

Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) Universitas 

Lampung, dan analisis instrumen Liquid Chromatography–Mass Spectrometry 

(LC-MS) Xevo G2-S Qtof di Pusat Laboratorium Forensik Badan Reserse 

Kriminal POLRI, Sentul-Bogor. 



 
 

 
 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Kesimpulan 

 

Adapun simpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut :  

 

1. Telah berhasil diisolasi 4 isolat fungi yang berasal dari sedimen mangrove 

yang diindikasi termasuk ke dalam genus Rhizidium, Aspergillus, dan 

Penicillium.  

2. Hasil skrining bioaktivitas isolat fungi RSM1 menunjukkan aktivitas rendah 

sebesar 21.2% terhadap Staphylococcus aureus dan 26.8% terhadap 

Pseudomonas aeruginosa. 

3. Hasil analisis LCMS menunjukkan adanya komponen alkaloid dengan base 

peak m/z 365 dan formula molekul C17H33N8O berdasarkan database 

diindikasi struktur senyawa alkaloid dengan kerangka dasar triazine. Hasil 

analisis FTIR menunjukkan serapan pada bilangan gelombang 1371.7 cm
-1  

mengindikasi serapan gugus C-N alkaloid, serapan pada bilangan gelombang 

1744,4 cm
-1

 mengindikasi adanya serapan karbonil C=O, dan serapan pada 

bilangan gelombang 2922.2 cm
-1 

mengindikasi adanya ikatan C-C alifatik. 

 

5.2. Saran 

 
Berdasarkan penelitian diperoleh informasi awal untuk pengembangan senyawa 

bioaktif fungi sedimen mangrove yang dapat dikembangkan lebih lanjut mengenai 

optimasi pemurnian kembali komponen alkaloid, dan kajian bioteknologi, serta 

dilakukan analisis struktur menggunakan instrumen NMR untuk mengetahui 

struktur senyawa dengan lebih spesifik. 
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