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ABSTRAK

SENYAWA BIOAKTIF DARI FUNGI ENDOFIT MANGROVE
DAN SPONS SEBAGAI ANTIBAKTERI TERHADAP
BAKTERI RESISTEN, S. aureus dan P. aeruginosa

Oleh
ROSYIDATUL LUTFIAH

Peningkatan kasus resistensi bakteri patogen pada berbagai jenis antibiotik
menyebabkan permasalahan yang serius di dunia kesehatan dan manusia. Pada
penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan senyawa antibakteri yang berasal dari
fungi endofit mangrove dan spons. Pada penelitian ini, didapatkan sebanyak 17
fungi yang berasal dari mangrove Sriminosari, Lampung Timur dan 9 fungi dari
spons yang berasal dari Singaraja, Buleleng, Bali. Bakteri patogen klinis resisten
S. aureus dan P. aeruginosa didapatkan dari Rumah Sakit Abdul Muluk, Bandar
Lampung yang berasal dari kulit pasien. Pada uji ketahanan terhadap antibiotik S.
aureus dan P. aeruginosa mampu tahan terhadap 9 jenis antibiotik menggunakan
metode difusi disk. Kultivasi dan ko-kultivasi mengunakan media beras dan kulit
udang dengan metode solid state fermentation (SSF). Hasil kultivasi dan ko-
kultivasi diekstraksi menggunakan pelarut EtOAC. Bioaktivitas dari ekstrak
masing-masing isolat diuji terhadap bakteri klinis resisten S. aureus dan P.
aeruginosa. Berdasarkan hasil uji didapatkan ekstrak aktif 18A12RF dari fungi
spons dan 20CBO7F dari fungi endofit mangrove memiliki aktivitas terhadap
bakteri resisten S. aureus dan P. aeruginosa pada konsentrasi 0.5mg/mL. Ekstrak
aktif yang berasal dari fungi spons menggunakan teknik ko-kultivasi pada media
beras didapatkan fraksi aktif yaitu A12RFB0301 pada konsentrasi 62.5 ug/mL
terhadap bakteri resisten S. aureus. Sedangkan hasil ekstrak aktif dari fungi spons
menggunakan teknik kultivasi pada media kulit udang yaitu A12RFB0401 pada
konsentrasi 31.25 pug/mL terhadap bakteri resisten P. aeruginosa. Berdasarkan hasil
analisis menggunakan LCMS-MS teramati fraksi aktif A12RFB0301 merupakan
golongan peptida dan A12RFB0401 merupakan lipopeptida.

Kata Kunci: Antibakteri, Fungi, Peptida, Lipopeptida, and Solid State Fermentation
(SSF).



ABSTRACT

BIOACTIVE COMPOUNDS OF MANGROVE ENDOPHYTIC
FUNGI AND SPONGES AS ANTIBACTERIAL AGAINST
RESISTANT BACTERIA, S. aureus, and P. aeruginosa

By

ROSYIDATUL LUTFIAH

The increase in cases of pathogen bacterial resistance in various types of antibiotics
causes serious problems in the world of health and humans. This study aims to
obtain antibacterial compounds derived from mangrove endophytic fungi and
sponges. In this study, 17 fungi were obtained from the Sriminosari mangrove, East
Lampung, Lampung, and 9 fungi from sponges from Singaraja, Buleleng, and Bali.
Clinical pathogen bacteria resistant to S. aureus and P. aeruginosa were obtained
from Abdul Muluk Hospital, Bandar Lampung which came from the patient's skin.
In the test of resistance to antibiotics S. aureus and P. aeruginosa were able to
withstand 9 types of antibiotics using the disc diffusion method. Cultivation and
co-cultivation use rice and shrimp shell media using the solid-state fermentation
(SSF) method. The results of cultivation and co-cultivation were extracted using
EtOAc solvent. The bioactivity of the extracts of each isolate was tested against
clinically resistant bacteria S. aureus and P. aeruginosa. Based on the test results,
the active extracts of 18A12RF from sponge fungi and 20CBO7F from mangrove
endophytic fungi have activity against S. aureus and P. aeruginosa-resistant
bacteria at a concentration of 0.5mg/mL. Active extract derived from sponge fungi
using co-cultivation techniques on rice media obtained an active fraction, namely
A12RFBO0301 at a concentration of 62.5 ug/mL against S. aureus-resistant bacteria.
Meanwhile, the results of the active extract from sponge fungi using cultivation
techniques on shrimp shell media, namely A12RFB0401 at a concentration of 31.25
ug/mL against P. aeruginosa resistant bacteria. Based on the results of the analysis
using LCMS-MS, it was observed that the active fraction A12RFB0301 is a peptide
group and A12RFB0401 is a lipopeptide group.

Keywords:  Antibacterial, Fungi, Peptide, Lipopeptide, and Solid State
Fermentation (SSF).
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Fenomena peningkatan resistensi bakteri menyebabkan bakteri mampu bertahan
terhadap berbagai jenis antibiotik. Hal ini memberikan konsekuensi peningkatan
terhadap kasus penyakit infeksi. Bakteri patogen yang mengalami peningkatan
resistensi terhadap beberapa jenis antibiotik (multidrug) dan virulensi meliputi
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, dan Enterobacter spp. dikenal
sebagai bakteri ESKAPE. Bakteri ESKAPE bertanggung jawab atas sebagian besar
penyakit infeksi karena mampu melawan senyawa antimikroba (Rice, 2008;
Navidinia, 2016).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) melaporkan kasus bakteri yang
memiliki sifat resisten diantaranya S. aureus dan P. aeruginosa. Sebanyak 2.700
pasien telah meninggal dunia pada tahun 2017 akibat dari resistensi yang terjadi
pada P. aeruginosa dan S. aureus. Kematian tersebut dilaporkan setelah kasus
resistensi mampu menyerang manusia sebanyak 32.600 pada P. aeruginosa dan
323.700 pada S. aureus. Kasus resistensi bakteri S. aureus dan P. aeruginosa di
Indonesia juga teramati sebesar 24% dari kasus infeksi yang tercatat (Severin et al.,
2008). Berdasarkan uraian di atas mengindikasikan, penurunan efektivitas
antibiotik terhadap bakteri patogen resisten memberikan konsekuensi

meningkatnya kebutuhan antibiotik jenis baru.



Kajian akhir-akhir ini, telah dilaporkan hasil pencarian senyawa bioaktif dari fungi
yang berasal dari sumber-sumber baru seperti fungi derived spons dan fungi endofit
mangrove. Seperti yang telah dilaporkan Yang et al. (2018) senyawa baru xanthone
Isosecosterigmatocystin dari fungi endofit mangrove. Senyawa xanthone tersebut
memiliki aktivitas antibakteri. Selanjutnya, telah berhasil diisolasi senyawa
epidithiodiketopiperazine DC1149B yang berasal dari fungi Trichoderma lixii yang
berasosiasi dengan spons dari perairan Indonesia (Tang et al., 2019). Informasi
tersebut mengindikasikan fungi merupakan sumber potensial sebagai senyawa
bioaktif yang cukup diandalkan. Namun, sampai saat ini potensi fungi khususnya
yang berasal dari spons dan mangrove belum di ekplorasi secara optimal.

Akhir-akhir ini, para peneliti melakukan pendekatan dalam pencarian senyawa
bioaktif terutama pada fungi melalui teknik solid state fermentation (SFF). Solid
state fermentation (SSF) menjadi salah satu alternatif dalam pencarian senyawa
bioaktif. Hal ini dikarenakan teknik tersebut mampu menghasilkan senyawa
metabolit sekunder yang berbeda dan relatif murah dan mudah di aplikasikan dalam
skala laboratorium. Seperti yang telah dilaporkan oleh Setiawan et al. (2021) teknik
SSF mampu menghasilkan senyawa yang diindikasikan memiliki kemiripan dengan
senyawa analog Branimycin B yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri resisten
klinis S. aureus. Kemudian, telah dilaporkan oleh Zhang et al. (2019) senyawa
poliketida baru dari fungi endofit mangrove menggunakan teknik SSF dan memiliki
aktivitas sebagai antibakteri. Berdasarkan kajian literatur teknik SSF menunjukkan
adanya senyawa yang dihasilkan sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti

pH, lingkungan, dan media.

Pada beberapa penelitian yang sudah dilakukan, didapatkan informasi kajian
mengenai pencarian senyawa bioaktif terhadap bakteri resisten masih sangat
terbatas.  Di sisi lain, dalam pencarian senyawa bioaktif menggunakan
mikroorganisme sering kali terkendala oleh hilangnya aktivitas yang dihasilkan
oleh mikroorganisme tersebut saat proses budidaya yang berulang. Permasalahan
tersebut dapat disebabkan senyawa bioaktif tidak diproduksi oleh mikroorganisme

dikarenakan tempat tumbuh (substrat) yang sudah nyaman. Oleh karena itu,



diperlukan strategi untuk mengatasi permasalahan tersebut, salah satunya melalui
teknik ko-kultivasi yang bertujuan untuk mengaktifkan gen yang menghasilkan
senyawa bioaktif. Hingga saat ini, studi mengenai ko-kultivasi dan pengaruhnya
terhadap peningkatan senyawa bioaktif fungi masih sangat jarang dilakukan,
terutama pada fungi mangrove dan spons. Selain itu, dilakukan pendekatan dengan
teknik OSMAC (One Strain Many Compound) yang bertujuan untuk mendapatkan

dan membandingkan informasi secara cepat dan tepat berdasarkan database.

Dalam penelitian ini, dilakukan kajian terkait senyawa bioaktif yang berasal dari
fungi endofit mangrove dan spons yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap
bakteri resistensi yaitu Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa.
Kajian ini sangat penting sebagai langkah awal dalam pencarian senyawa baru yang

mampu mengatasi resistensi bakteri.

1.2 Tujuan

Tujuan pada penelitian ini sebagai berikut

1. Mengisolasi dan mengidentifikasi fungi dari spons dan mangrove yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri resisten.

2. Mengultivasi dan mengkokultivasi fungi dengan teknik fermentasi padat
untuk mendapatkan senyawa bioaktif fungi.

3. Melakukan uji antibakteri terhadap bakteri klinik yang resisten terhadap
berbagai jenis antibiotik (S. aureus dan P. aeruginosa).

4. Melakukan isolasi dan karakterisasi senyawa bioaktif yang memiliki
aktivitas antibakteri.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat pada penelitian ini ditinjau dari aspek keanekaragaman hayati, diharapkan
diperoleh informasi mengenai potensi fungi sebagai sumber bioaktif. Selain itu,

informasi yang diperoleh dapat digunakan untuk pencarian senyawa baru yang



menunjang perkembangan ilmu kimia bahan alam dan peluang pengembangan

aplikasi di bidang farmasi.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fungi

Fungi merupakan mikroorganisme eukariotik yang menghasilkan enzim yang
berfungsi untuk mencerna material organik di lingkungannya. Fungi
memperbanyak diri dengan cara memproduksi spora. ldentifikasi pada fungi dapat
dilakukan melalui pendekatan makro-mikroskopis dan molekuler untuk
mengetahui jenis fungi (Sibero et al., 2017). Karakterisasi berdasarkan
makroskopik diketahui melalui warna, bentuk, hifa dan kondisi. Karakterisasi
mikroskopis dapat dilakukan dengan menggunakan metode slide culture (Nord et
al., 2019).

miselium sporangium

konidiofor

Gambar 1. Mikroskopik fungi dari Mangrove
(Perbesaran 400x, Zeiss Imager Al)



Fungi termasuk dalam jenis eukariota memiliki kemampuan menyerap senyawa
organik yang berasal dari lingkungan (heterotrof absorptif). Fungi umumnya terdiri
dari hifa dengan dinding sel, dan biasanya bereproduksi dengan spora dengan satu
atau beberapa sel. Pertumbuhan fungi memiliki beberapa fase diantaranya ialah
fase lag, fase log, fase stationer dan fase kematian. Pertumbuhan fungi terjadi pada
2-4 hari pertama yang ditandai dengan adanya hifa, fungi mampu bertahan hidup
sampai 21 hari. Sekitar 15-25% fungi telah berhasil diidentifikasi di seluruh dunia
dan diperkirakan masih banyak yang belum teridentifikasi. Sekitar 75.000 spesies
fungi telah teridentifikasi serta diperkirakan ada 1 hingga 1, 5 juta spesies
(Hawksworth et al., 1995). Pada fungi terdapat hifa yang merupakan unit struktural
dasar dari sebagian besar fungi. Hifa terdiri dari serangkaian kompartemen seluler
yang berfilamen, bercabang, dan tumbuh secara apically (menjulang keatas) dengan
dinding sel yang kurang lebih kaku, biasanya terdiri dari Kkitin dan glukan.
Kompartemen septa yang sering dibatasi, atau sel, dalam tanda hubung Asco,
Deutero dan Basidiomycota. Beberapa kelompok fungi memiliki bentuk
pertumbuhan hifa seperti terlihat pada Gambar. 1. Istilah kolektif untuk masa hifa

yang timbul dari sumber umum adalah miselium (mycelia).

Fungi merupakan salah satu sumber yang memiliki potensi senyawa bioaktif yang
sangat besar. Pendekatan baru perlu dirancang secara efisien untuk mengakses
keragaman senyawa dalam pengembangan obat-obatan baru untuk mengatasi
kesulitan terkait dengan pengobatan infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen
yang resisten (Butler et al., 2014). Dalam upaya menghadapi masalah tersebut
maka dilakukan fungi berasosiasi spons untuk memberikan keuntungan biologis

dalam mengontrol produksi metabolit sekunder (Bugni et al., 2004).

2.2 Fungi Sebagai Sumber Senyawa Bioaktif

Fungi laut dan mangrove sumber penting dalam menghasilkan metabolit sekunder
yang berguna dalam pencarian senyawa bioaktif. Hasil senyawa metabolit fungi

memiliki aktivitas yang beragam secara kimia seperti sifat antibakteri, antivirus,



dan antikanker. Secara umum, fungi telah di kenal sebagai penghasil senyawa
metabolit yang ditunjukkan dengan hasil isolasi berbagai senyawa seperti
paclitaxel, camptothecin, vincristine, asam torreyanic dan cytarabine. Fungi laut
dapat menghasilkan metabolit sekunder bertujuan untuk mempertahankan diri dan
komunikasi. Biosintesis dari metabolit sekunder tergantung pada faktor ekologi,
fisik dan biologis, oleh karena itu perubahan dalam biosintesis dapat mempengaruhi
produksi metabolit sekunder (Pejin and Maja, 2017). Fungi laut yang berhasil di
isolasi diperkirakan sebanyak 10.000 spesies, sampai saat ini persentase yang relatif
kecil dengan lingkungan laut berkisar ~ 1100 spesies secara eksklusif diambil dari
lingkungan laut, meskipun perkiraan untuk jumlah spesies fungi berkisar dari 1,5
hingga lebih dari lima juta, kemungkinan kurang dari 10% fungi telah diidentifikasi.
Fungi telah ditemukan pada habitat laut seperti sedimen, air, kayu apung,
invertebrata sessile (spons), ganggang, dan mamalia laut, mulai dari lokasi dari laut
dalam sampai ke permukaan air. Selain itu fungi juga terdapat di dalam organisme

makhluk hidup atau biasanya disebut dengan endofit.

Endofit adalah mikroba yang dapat hidup di jaringan internal tanaman tanpa
menyebabkan efek negatif langsung dan berlebihan (Stone et al., 2000). Hampir
pada semua spesies tanaman vaskular tampaknya dihuni oleh bakteri endofitik atau
fungi, ini mewakili komponen penting keragaman mikroba. Hubungan antara
tanaman inang dan endofitnya menunjukkan karakteristik simbiosis sebagai
penghuni endofitik.  Endofit tersebut biasanya mendapatkan nutrisi dan
perlindungan dari tanaman inang yang memiliki kemampuan meningkatkan
pertahanan inang dengan menghasilkan metabolit fungsional tertentu (Tan and Zou
2001). Namun, jika tanaman inang melemah, endofit juga dapat menjadi saprofit
yang agresif dan dengan demikian menunjukkan adanya perubahan antara patogen
simbiosis dan oportunistik (Schulz and Boyle, 2005). Endofit fungi adalah
kelompok polifiletik terutama fungi ascomycetes, sedangkan basidiomycetes,
deuteromycetes dan oomycetes jarang ditemukan. Meskipun mereka tidak
menunjukkan spesifik host, garis keturunan fungi tertentu muncul dengan frekuensi
yang lebih besar di tanaman yang mewakili golongan tertentu dengan demikian

menunjukkan preferensi host. Konsisten dengan keragaman fungi endofitik yang



luar biasa dan peran ekologisnya adalah variasi kimia yang luar biasa dari metabolit
sekunder yang memiliki aktivitas farmasi atau agrokimia yang menjanjikan dalam
berbagai uji bioassays (Strobel et al., 2004). Sedangkan pada tahun 1987 dan 2000
sekitar 140 bahan alam baru diisolasi dari fungi endofitik (Tan and Zou, 2001),
jumlah serupa kemudian ditandai dalam setengah dari rentang waktu ini, yaitu
antara 2000 dan 2006 (Zhang et al., 2006). Seperti senyawa phomol yang memiliki
aktivitas antibakteri yang berasal dari Erythrina crista-galli endofit Phomopsis sp.
(Weber et al., 2004).

Dibandingkan dengan fungi terrestrial, awal mulanya fungi yang berasal dari laut
masih diabaikan (Gladfelter et al., 2019). Namun, asumsi tersebut mulai di
kesampingkan karena telah berhasil dilaporkan fungi yang berasal dari laut yang
dipelajari hingga saat ini, dari habitat pesisir dangkal hingga terumbu karang
mesohotik, ke laut dalam di seluruh dunia, dan dari daerah tropis ke laut kutub
(Gladfelter et al., 2019). Pada tahun 2011, hanya 537 taxa fungi laut yang telah
diidentifikasi (yang secara eksklusif ditemukan di habitat laut atau estuarin) (Jones,
2011). Namun, data tersebut diperkirakan terus bertambah dengan perkiraan
konservatif menunjukkan mungkin ada lebih dari 10.000 fungi laut yang dapat
ditemukan (Jones, 2002 and Amend et al., 2019). Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan sebelumnya dilaporkan adanya kemungkinan fungi laut memainkan
peran penting dalam siklus karbon laut (Wang et al., 2012). Akibatnya, diperlukan
pemahaman fungsi serta mengenai persebaran fungi laut menjadi sangat penting
terutama jika dilihat dalam perubahan iklim yang cepat dan respon dari lautan.
Fungi laut salah satunya adalah berasal dari mangrove dan spons namun, belum

sepenuhnya dilaporkan fungi dan aktivitasnya.

2.3 Spons

Spons merupakan sumber yang kaya senyawa metabolit dengan berbagai
bioaktivitas dan struktural (Mayer et al., 2010). Spons memiliki sifat filter feeder

yang dapat menyimpan biota mikroba yang dapat terdiri dari sebanyak 40% dari



volume tubuh spons (Vacelet and Donadey., 1977). Namun, beberapa laporan
menyatakan spons sebagai fermenter mikroba dapat menjadi tempat tumbuh
beragam spesies fungi baru. Fungi yang berasal dari spons merupakan salah satu
sumber terkaya dari banyak metabolit sekunder yang unik secara struktural dan

aktif secara biologis di antara sumber laut.
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Gambar 2. Siklus hidup spons (Vacelet and Donadey., 1977).

Menariknya, spons terus menjadi salah satu sumber yang paling penting untuk
isolasi fungi yang menghasilkan metabolit sekunder (Holler et al. 2000, Bugni and

Irlandia 2004), meskipun miselia fungi tumbuh di spons belum terbukti.
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Gambar 3. Spons sumber senyawa bioaktif (Schmidt et al., 2019)



Hasil studi molekuler dan berbasis budidaya menunjukkan bahwa kelompok
mikroba di beberapa spons berbeda dari air laut di sekitarnya (Wilkinson, 1978)
dengan mikroba spons spesifik dilaporkan dalam beberapa kasus (Wilkinson et al.,
1981). Sifat yang berpotensi unik dari asosiasi spons-mikroba, menjadi informasi
yang sangat penting mengenai peran spons dari perspektif ekologi dan bioteknologi
menjadikannya sistem yang ideal untuk pemeriksaan keragaman dan kekhususan

dalam asosiasi prokariota-eukariota laut.

Akhir-akhir ini kajian mengenai fungi derived spons sangat menarik, dikarenakan
spons merupakan salah satu sumber senyawa bioaktif yang telah diketahui memiliki
beragam aktivitas. Dasar pencarian senyawa bioaktif dari fungi derived spons
disebabkan telah dilaporkan senyawa Jaspaklinolide L yang memiliki struktur mirip
dengan metabolit yang dihasilkan oleh bakteri (Proksch et al., 2002) dan di
asumsikan berasal dari simbion spons dengan bakteri. Oleh karena itu, sangat
menarik untuk mempelajari serta mencari senyawa Yyang berasal dari

mikroorganisme yang terdapat pada spons.

Salah satu yang berhasil dilaporkan oleh Lin et al. (2003) senyawa Aspergione A
seperti terlihat pada Gambar. 4(a) memiliki senyawa baru dari turunan chromon
trisiklik yang berhasil di isolasi dari fungi Aspergillus versicolor dari spons laut
Xestospongia exigua yang berasal dari Indonesia. Peptida merupakan rantai pendek
asam amino yang dihubungkan oleh ikatan peptida. Peptida terdiri dari beberapa
golongan yang didasarkan pada jumlah rantai. Rantai kurang dari sepuluh atau
limabelas asam amino disebut oligopeptida, dan termasuk dipeptida, tripeptides,
dan tetrapeptida. Polipeptida adalah rantai peptida yang lebih panjang, terus
menerus, dan tidak bercabang. Salah satu senyawa peptida yang berhasil diisolasi
adalah Clonostachysins A seperti terlihat pada Gambar. 4(b) diperoleh dari spons
laut yang berasal fungi Clonostachys rogersoniana strain HJK9. Struktur tersebut
ditentukan melalui spektroskopi sebagai peptida siklik yang terdiri dari N-metilasi
dengan sembilan asam amino. Stereokimia absolut ditentukan oleh metode Marfey.
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Aspergione A (Lin et al., 2003) etal., 2005)

Gambar 4. Senyawa bioaktif Aspergione A (a) dan Clonostachysins A (b) dari
fungi derived spons.

2.4 Mangrove

Tanaman mangrove salah satu jenis tamanan yang dijadikan tempat hidup berbagai
jenis fungi endofit yang berasal dari lingkungan di sekitar tanaman mangrove.
Sumber keberadaan fungi masih sangat sulit dibuktikan, mikroorganisme tersebut
diduga memberikan kontribusi terhadap tanaman mangrove dalam beradaptasi
dengan lingkungan yang cukup ekstrim seperti perubahan salinitas, gelombang

pasang surut dan lainnya (Debbab et al., 2013).

Gambar 5. Mangrove Desa Sriminosari
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Keberadaan tanaman mangrove di interfase darat laut memiliki nilai signifikan
dalam berkontribusi pada ekosistem pesisir terhadap pengelolaan lingkungan
pesisir. Mangrove pada habitat khusus dapat mengalami stress patogenik dapat
membantu melindungi gangguan pantai (Isabella et al., 2012). Tanaman mangrove
terdiri dari berbagai jenis yang dapat diketahui berdasarkan karakter morfologis,
anatomi, dan reproduksi, terutama dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti
salinitas, pH, dan kondisi tanah (Naskar and Mandal., 1999). Spesies mangrove
tidak ada yang tumbuh dalam ekosistem terrestrial ataupun akuatik lain. Tomlinson
mendefinisikan mangrove sejati dengan beberapa Kriteria, termasuk eksklusif
dalam ekosistem mangrove, adaptasi morfologis (misalnya: akar udara dan
propagules yang tersebar di air), mekanisme fisiologis atau ekskresi garam, serta
perbedaan taksonomi dari spesies terestrial (setidaknya pada tingkat genetik),
karakteristik tersebut belum tentu di miliki oleh spesies mangrove. Salah satu
faktor habitat ekstrem yang paling utama mempengaruhi mangrove adalah salinitas
tinggi. Salinitas tinggi dapat mengakibatkan sifat daun spesifik berikut dan sifat
osmotik mangrove sejati: area daun spesifik yang lebih rendah, sukulen yang lebih
tinggi, rasio K*/Na* yang lebih rendah, kandungan Na* dan CI™ yang lebih tinggi,
dan karenanya osmolalitas yang lebih tinggi berbeda dengan tanaman semi-
mangrove (Kathiresan and Bingham., 2001).

Berdasarkan jenis spesies tanaman, kondisi lingkungan dan faktor lainnya, sangat
dimungkinkan terjadinya interaksi yang kompleks antara mikroorganisme fungi
dengan tanaman mangrove (Wani et al., 2015). Namun, aspek yang sangat penting
dan perlu diperhitungkan dalam hal ini adalah pengaruh terhadap produksi senyawa
metabolit sekunder. Kondisi ekologi mangrove menjadi hal yang menarik karena
merefleksikan suatu senyawa dengan sifat bioaktif dari keragaman berbagai
struktur senyawa fungi untuk di isolasi maupun disintesis (Chujo et al., 2014).
Terkait dengan pengembangan senyawa obat baru ataupun senyawa bioaktif baru.
Hal ini karena ekosistem mangrove sebagai lingkungan ekstrem, yang menuntut
berbagai adaptasi morfologis dan fisiologis dari spesies yang menghuni, potensi
biosintetik yang sudah ada (Netzker et al., 2015).
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Fungi memiliki keberagaman senyawa bioaktif yang sangat penting dengan
keberagaman yang sangat besar. Senyawa bioaktif yang dihasilkan memiliki
keberagaman diantaranya adalah antibakteri, antiviral dan antifungi (De Souza et al.,
2011).  Endofit fungi telah banyak dilaporkan dapat menghasilkan berbagai
senyawa yang memiliki sifat bioaktifitas diantaranya adalah antibakteri, antifungi,
dan antiviral (De Souza et al., 2011). Endofit mangrove dipilih sebagai salah satu
penghasil senyawa bioaktif dikarenakan adanya interaksi peralihan dari darat ke

laut.

Pada beberapa tahun terakhir, senyawa bioaktif yang berasal dari fungi endofit
mangrove telah berhasil dilaporkan oleh Meng et al. (2014) senyawa Brocazine G
yang termasuk dalam jenis senyawa alkaloid dapat dilihat pada Gambar. 5 (a) yang
bersifat antibakteri terhadap S. aureus yang berasal dari fungi Penicillium brocae
MA-231 endofit mangrove Avicennia marina. Kemudian, telah berhasil dilaporkan
senyawa Phomoxhanthone A memiliki sifat sitotoksik, antibakteri dan antifungi
yang berasal dari fungi Phomopsis longicolla yang berasal dari endofit mangrove
Sonneratia caesolaris (Marian et al., 2015). Struktur dapat dilihat pada Gambar. 5

(b).

Senyawa Brocazine G (Meng etal.,  Senyawa Phomoxhantone A (Marian et
2014). al., 2015)

Gambar 6. Senyawa bioaktif Brocazine G (a) dan Phomoxanthone A (b).dari
fungi endofit mangrove.
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2.5 Kultivasi dan Ko Kultivasi

Senyawa-senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh fungi dapat diperoleh dengan
teknik kultivasi pada media cair dan padat. = Pada proses ko-kultivasi dengan
media tumbuh dan nutrisi dari lingkungan yang berbeda mampu untuk
merangsang produksi metabolit yang berbeda. Parameter yang bervariasi untuk
merangsang pertumbuhan antara lain termasuk cahaya, pH, suhu, dan ketersediaan
oksigen (Rateb et al., 2013).  Media yang bervariasi seperti sumber karbon,
nitrogen, fosfor, garam anorganik atau kandungan logam (Kamdem et al., 2017)
mendukung dalam menghasilkan metabolit sekunder yang terkait dengan jenis
interaksi yang terlibat (secara seksual, penghambatan pertumbuhan atau stimulasi,
seperti pertahanan atau perebutan makanan). Namun, setiap parameter yang
terdapat pada ko-kultivasi harus disesuaikan dengan pola perkembangan serta
fisiologi fungi.  Hal ini penting untuk optimalisasi aktivitas metabolisme selama
pengembangan biomassa (Chen et al., 2015). Dalam meningkatkan pencarian
senyawa bahan alam jenis baru dilakukan teknik OSMAC (One Strain Many
Compounds) melalui  ko-kultivasi dengan mikroorganisme lain untuk

mendapatkan induksi ekspresi gen biogenetik yang berbeda (Frank et al., 2019).

2.6 Bakteri

2.6.1 Bakteri Patogen

Bakteri patogen termasuk dalam bakteri yang dapat menyebabkan penyakit.
Sebagian besar spesies bakteri tidak berbahaya dan sering bermanfaat tetapi yang
lain dapat menyebabkan penyakit menular. Jumlah spesies patogen ini pada
manusia diperkirakan kurang dari seratus. Bakteri merupakan mikroorganisme ber
sel tunggal dengan sel prokariotik, yang tidak memiliki organel atau inti sel dan
kurang komplek jika dibandingkan dengan sel eukariotik. Sebaliknya, DNA bakteri
memiliki untai ganda dan berbentuk bulat yang terletak di dalam nukleoid. Bakteri
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juga memiliki membrane sel dan dinding sel yang sering disebut dengan
peptidoglikan (Masalha et al., 2001).

Pertumbuhan ditandai adanya peningkatan jumlah kuantitas massa sel dengan cara
terbentuknya sel-sel baru. Terjadi proses pertumbuhan tergantung dari kemampuan
sel dalam mebentuk protoplasma dari nutrient yang tersedia. Fase pertumbuhan
bakteri merupakan fase pembelahan sel bakteri melalui beberapa fase yaitu fase lag,

fase logaritma atau eksponensial, fase stationer, dan fase kematian.

1. Fase Lag (Fase Penyesuaian)

Fase Lag merupakan fase penyesuaian bakteri dengan lingkungan yang baru.
Waktu fase lag pada bakteri sangat bervariasi, tergantung pada komposisi media,
pH, suhu, aerasi, jumlah sel pada inokulum awal dan sifat fisiologis mikro

organisme pada media sebelumnya.

2. Fase Logaritma atau eksponensial

Fase Logaritma atau eksponensial ditandai dengan terjadinya periode pertumbuhan
yang cepat. Setiap sel dalam populasi membelah menjadi dua sel. Variasi derajat
pertumbuhan bakteri pada fase eksponensial ini sangat dipengaruhi oleh sifat

genetik yang diturunkannya.

3. Fase Stationer

Fase stasioner terjadi pada saat laju pertumbuhan bakteri seimbang dengan laju
kematiannya. Jumlah bakteri keseluruhan menjadi tetap. Keseimbangan jumlah
keseluruhan bakteri ini terjadi karena adanya pengurangan derajat pembelahan sel.
Hal ini disebabkan oleh kandungan nutrisi yang berkurang dan terjadi akumulasi
produk toksik yang dapat mengganggu pembelahan sel. Fase stasioner ini
dilanjutkan dengan fase kematian yang ditandai dengan peningkatan laju kematian
yang melampaui laju pertumbuhan, secara keseluruhan terjadi penurunan populasi
bakteri.

4.  Fase Kematian
Fase kematian merupakan fase dimana laju kematian lebih besar. Proses reproduksi

bakteri terjadi melalui pembelahan biner yang merupakan pemisahan sel bakteri
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setelah mencapai ukuran tertentu. Bakteri bereproduksi secara aseksual, sel anak
yang dihasilkan dari pembelahan biner memiliki DNA yang serupa dengan sel
induk (Masalha et al., 2001). Namun, beberapa bakteri juga dapat saling bertukar
materi genetik satu dengan yang lainnya atau lebih dikenal dengan sebutan transfer
gen horizontal. Berdasarkan dari bentuknya terdiri dari tiga bentuk utama bakteri
sebagai berikut:

1. Cocci merupakan bakteri yang memiliki bentuk bulat atau bulat telur. Cocci
tetap melekat setelah terjadi pembelahan biner dan terbentuk sel-sel baru.
Sebagai diplococcic adalah cocci berpasangan, streptococci adalah rantai, dan
Staphylococci adalah kelompok dari beberapa cocci.

2. Bakteri spiral memiliki bentuk spiral. Salah satunya ialah spirillum dengan
bentuk spiral yang tebal serta kuat. Spirochetes adalah bakteri spiral yang tipis
serta fleksibel. Vibrio adalah batang dengan bentuk koma dengan twist kecil.

3. Bacilli aadalah bakteri berbentuk batang. Diplobasil merupakan bakteri
berbentuk basil yang terdiri dari dua untai basil yang tersusun bersebelahan,

sedangkan streptobasil merupakan basil yang berbetuk rantai.

Dinding sel yang terdapat pada bakteri memungkinkan terjadinya pewarnaan gram.
Pewarnaan gram melibatkan hablur violet, yodium, dan safranin counterstatin
sebagai metode pewarnaan bakteri. Bakteri di golongkan ke dalam dua jenis yaitu:
gram-positif dan gram-negatif. Bakteri gram positif tampak violet karena memiliki
kandungan dinding sel yang tebal yang terdiri dari kompleks hablur violet-iodine.
Bakteri gram negatif memiliki dinding sel yang tipis yang mengakibatkan komplek
violet-iodin tidak mampu menahan. Hal ini membuat bakteri gram negatif tampak
merah di bawah pewarnaan gram. Pewarnaan gram bertujuan untuk mengetahui
keberadan bakteri secara umum. Namun, pewarnaan tersebut tidak dapat
digunakan untuk mengidentifikasi bakteri pada tingkat spesies. Salah satu contoh
dari bakteri gram positif dan negatif adalah Staphylococcus aureus (Gambar. 7)

dan Pseudomonas aeruginosa (Gambar. 8) (Pasamba et al., 2007).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif dengan bentuk bulat
memiliki ukuran diameter 0,5-1,5 um, kemungkinan memiliki kapsul berupa

polisakarida. S. aureus non-motil dan tidak berspora dengan bentuk anaerob
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fakultatif yang dapat memproduksi enzim katalase dan koagulase. S. aureus
termasuk dalam anggota Firmicutes dan merupakan anggota mikrobiota yang
sering ditemukan pada saluran pernapasan bagian atas dan kulit. Bakteri tersebut
merupakan bakteri anaerob yang dapat melakukan pengurangan enzim katalase dan
nitrat serta dapat tumbuh tanpa adanya oksigen (Tong et al., 2015). S. aureus
merupakan bakteri yang menyebabkan infeksi kulit seperti abses, infeksi
pernapasan (sinusitis) dan keracunan makanan. WHO (2014) menyatakan
sebanyak ribuan jenis bakteri S. aureus yang telah diteliti memiliki perkembangan
revolusi gen. Pada bakteri yang telah mengalami revolusi menyebabkan
kemampuan obat dalam menghambat serta membunuh bakteri mengalami
berkurang keefektifannya. Berdasarkan laporan WHO (2017) menyatakan bahwa
sebanyak 323.700 kasus infeksi yang terjadi karena S. aureus dengan korban

meninggal sebanyak 10.600.

Gambar 7. Staphylococcus aureus (Tong et al., 2015)

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif berukuran 0,5 hingga
0,8 um sebesar 1,5 hingga 3,0 um. Bakteri tersebut memiliki ciri-ciri berbintik abu
serta memiliki flagel. Bakteri tersebut dapat tumbuh pada air dan tanah.
Metabolisme pernapasan dan tidak pernah fermentatif, tetapi mampu tumbuh tanpa
adanya O jika NOs tersedia sebagai aksifikasi elektron pernapasan. Bakteri
Pseudomonas di alam berbentuk dalam biofilm, melekat pada beberapa permukaan
atau substrat, atau dalam bentuk planktonik, sebagai organisme uniseluler, aktif

berenang menggunakan flagel nya.
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Gambar 8. Pseudomonas aeruginosa (Pasamba et al., 2007)

Pseudomonas aeruginosa adalah patogen oportunistik, yang berarti memiliki
kemampuan melawan pertahanan inang melalui proses infeksi.  Bahkan,
Pseudomonas aeruginosa adalah lambang patogen oportunistik manusia. Bakteri
tidak dapat menginfeksi jaringan, namun hampir tidak ada jaringan yang tidak dapat
terinfeksi jika pertahanan jaringan tidak dapat menahan serangan bakteri melalui
proses yang disebut resistensi. Ini menyebabkan infeksi saluran kemih, infeksi
sistem pernapasan, dermatitis, infeksi jaringan lunak, bakteriemia, infeksi tulang
dan sendi, infeksi saluran pencernaan dan berbagai infeksi sistemik, terutama pada
pasien dengan luka bakar parah dan pada pasien kanker dan AIDS yang
imunosupresed. Infeksi Pseudomonas aeruginosa adalah masalah serius pada
pasien yang dirawat di rumah sakit dengan berbagai penyakit seperti kanker,

fibrosis kistik, dan luka bakar.

2.6.2 Bakteri Resisten

Kemampuan bakteri dalam melakukan pertahanan hidup dengan mengubah
metabolisme dan proses adaptasi melalui perubahan lingkungan dengan cepat
disebut dengan resisten. Bakteri yang memiliki kemampuan melawan antibiotik
adalah bakteri gram positif contohnya seperti S. aureus (Bigger, 1994), dan juga
gram negatif seperti P. aeruginosa (Moker et al., 2010). Kemampuan bakteri dalam
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melakukan perubahan metabolisme serta adaptasi terhadap lingkungan hidupnya
disebut dengan persister. Persister dicirikan oleh metabolisme yang lebih lambat
dan perubahan umum dalam aktivitas biologis pada bakteri.  Perubahan
metabolisme ini memberi bakteri manfaat untuk lebih toleran terhadap berbagai
antibiotik dan memiliki kemampuan dapat bertahan pada pengobatan antibiotik
dengan tingkat tertinggi (Balaban et al., 2011). Proses tersebut mengakibatkan
meningkatnya infeksi yang disebabkan oleh bakteri salah satunya S. aureus (Pu et
al., 2016). Antibiotik menargetkan proses dalam sel yang terlibat dalam replikasi
aktif dan metabolisme seperti pembentukan dinding sel, biosintesis protein, atau
replikasi DNA. Hal tersebut yang menyebabkan hampir semua antibiotik yang
digunakan sebagian besar tidak aktif. Mekanisme reaksi resistensi dapat dilihat

pada Gambar .9.
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Gambar 9. Mekanisme Resistensi Bakteri (Maisonneuve et al., 2011)

2.7 Uji Antibakteri

2.7.1 Uji Antibakteri Resisten

Proses penentuan resistensi bakteri terhadap antimikroba sangat penting untuk

mengetahui infeksi pada pasien. Salah satu metode yang dapat digunakan dan telah
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di standarisasi adalah metode difusi disk Kirby-Bauer merupakan alternatif yang
efektif. Pada metode tersebut dilakukan dengan disk kertas filter 6 mm diresapi
dengan konsentrasi senyawa antimikroba yang ditempatkan pada cawan dengan
media Mueller-Hinton (MH), sampel kemudian terserap ke dalam disk agar.
Tingkat difusi melalui agar tidak secepat tingkat ekstraksi antimikroba keluar dari
disk, oleh karena itu konsentrasi antimikroba tertinggi paling dekat dengan disk dan
pengurangan logaritmik dalam konsentrasi terjadi ketika jarak dari disk meningkat
(Jorgensen et al., 2007). Tingkat difusi antimikroba melalui agar tergantung pada
sifat difusi dan kelarutan obat dalam media agar (Baeur et al., 1996) dan berat
molekul senyawa antimikroba. Molekul yang lebih besar mampu menyebar pada
tingkat yang lebih lambat daripada senyawa berat molekul yang lebih rendah.
Faktor-faktor ini, dalam kombinasi, mengakibatkan setiap antimikroba memiliki
ukuran zona hambat (breakpoint) yang unik menunjukkan kemampuan bakteri
menghambat terhadap senyawa antimikroba.

Jika media agar telah diinokulasi dengan suspensi patogen untuk diuji sebelum
penempatan disk pada permukaan agar, maka dapat terjadi pertumbuhan simultan
bakteri dan difusi senyawa antimikroba. Pertumbuhan terjadi pada senyawa
antimikroba ketika bakteri mencapai masa kritis dan dapat mengalahkan efek
penghambatan senyawa antimikroba. Perkiraan waktu suspensi bakteri untuk
mencapai penghambatan adalah 4 hingga 10 jam untuk patogen yang paling umum,
tetapi tidak semua mikroorganisme memiliki waktu penghambatan yang sama. Hal
tersebut dibedakan karena masing-masing memiliki karakteristik dari setiap
spesies, dan dipengaruhi oleh media dan suhu inkubasi (Jorgensen et al., 2007).
Ukuran zona penghambatan pertumbuhan dipengaruhi oleh kedalaman agar, karena
difusi antimikroba dalam tiga dimensi, lapisan agar dapat menghasilkan zona
penghambatan yang lebih besar daripada lapisan yang lebih dalam. Titik
penghambatan dicapai ditunjukkan oleh lingkaran pertumbuhan bakteri yang di
marginasi tajam di sekitar disk. Konsentrasi senyawa antimikroba pada margin ini
disebut konsentrasi penghambatan dan kira-kira sama dengan konsentrasi

penghambatan minimum yang diperoleh dalam tes resistensi pada dilusi.
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Pada uji difusi disk memiliki standar yang digunakan untuk mengetahui konsentrasi
pertumbuhan bakteri. Standar tersebut sering disebut kartu Wickerham yang
merupakan kartu kecil dengan garis hitam parallel. Standar 0,5 Mc-Farland setara
dengan suspensi bakteri yang mengandung antara 1x102 dan 2x108 CFU/mL pada
E. Colli. Verifikasi kekeruhan standar yang digunakan dapat dilakukan
menggunakan hasil penyerapan spektrofotometer pada 630nm (0.08-0.13) untuk
standar 0.5 Mc-Farland. Organisme yang digunakan untuk proses uji harus dalam
fase log pertumbuhan agar didapatkan hasil yang valid. Organisme yang digunakan
disarankan berasal dari proses penumbuhan yang dilakukan sehari sebelumnya.
Inokulum yang digunakan ialah inokulum hasil inkubasi selama 4-6 jam. Pada
proses uji difusi disk tidak disarankan menggunakan inokulum yang telah
diinkubasi selama semalam serta tidak dilakukan pengenceran dan tidak di
standarisasi.

Tabel 1. Resistensi Pseudomonas aeruginosa (CLSI, 2012).

Antibiotik (ng) Resisten  Intermediet Susceptible
Amoxicillin (30) <13 15-20 >21
Cefadroxil (30) <14 15-17 >18
Ciprofloxacin (15) <15 16-20 >21
Clindamycin (2) <14 15-20 >21
Chloramphenicol (30) <12 13-17 >18
Doxyciclin hyclate (30) <12 13-15 >16
Erythromycin (15) <13 14-22 >23
Lincomycin (2) <14 15-20 >21

Tabel 2. Resistensi Staphylococcus aureus (CLSI, 2012).

Antibiotik (ng) Resisten  Intermediet Susceptible
Cefazolin (30) <14 15-17 >18
Clindamycin (2) <14 15-20 >21
Erythromycin (15) <13 14-22 >23
Gentamicin (10) <12 13-14 >15
Oxacillin (1) <10 11-12 >13
Penicillin G (10) <28 -- >29
Tobramycin (10) <12 13-14 >15

Vancomycin (30) -- ~- >15
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2.7.2 Uji Antibakteri Menggunakan Rezazurin

Konsentrasi penghambatan minimal (MIC) salah satu indikator penentu dari potensi
antimikroba, didefinisikan sebagai konsentrasi (mg L™?). Penghambatan tersebut
didasarkan pada pencegahan pertumbuhan bakteri dalam kondisi yang ditentukan
(Wiegand et al., 2008). Metode difusi disk sering dilaporkan sebagai indikator
kualitatif untuk menguji aktivitas antimikroba senyawa bahan alam (Yemoa et al.
2011). Metode pengujian tersebut distandarisasi oleh Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) untuk pengujian antibiotik (The Clinical and Laboratory
Standards Institute M100-S22, Volume 32 No 3).

Saat ini, tidak ada kriteria interpretasi untuk hasil uji senyawa bahan alam dalam
menggunakan metode difusi disk. Pada uji difusi disk hanya dapat menawarkan
zona hasil indikatif penghambatan. Selain itu, beberapa masalah teknis dapat
berkontribusi pada kurangnya akurasi metode ini, seperti polaritas senyawa bahan
alam yang mungkin berperan dalam tingkat difusi (Sanchez and Kouznetsov, 2010).

Mikrodilusi adalah metode kuantitatif yang dapat digunakan untuk menentukan
nilai MIC (Kim et al.,, 2007). Metode mikrodilusi ditingkatkan melalui
penambahan pewarna resazurin sebagai indikator redoks, yang mengatasi masalah
yang terkait dengan bahan uji yang memiliki kelarutan kecil. Pada uji
menggunakan rezazurin sel bakteri aktif mengurangi resazurin non-fluorescent
(biru) ke resorufin fluorescent (merah muda) yang dapat dikurangi lebih lanjut
menjadi hidroresorufin (O'Brien et al., 2000) seperti yang ditunjukkan pada
Gambar. 14 memberikan ukuran terukur langsung dari aktivitas metabolisme
bakteri.



22

Living Bacterial celD

* o o *"
R = S N
! o

Resazurin- Purple

Resorufin - Pink

Gambar 10. Mekanisme Kerja Rezazurin (O'Brien et al., 2000).

Telah dilaporkan penggunaan berbagai konsentrasi pewarna resazurin, beberapa di
antaranya secara signifikan lebih tinggi. Ketika konsentrasi resazurin yang lebih
tinggi ini diuji dengan kontrol bakteri yang resisten, hasil negatif diamati, yang
dapat dikaitkan dengan kurangnya kemampuan bakteri untuk memetabolisme

resazurin pada metode dilusi (Singh et al., 2014).

2.8 Isolasi Senyawa Bioaktif Menggunakan Metode Ekstraksi

2.8.1 Ekstraksi

Pada dasarnya, semua jenis metode kromatografi menggunakan ekstraksi zat
terlarut antara fase diam dan bergerak untuk memisahkannya. Untuk lebih
mudah dipahami maka, istilah koefisien partisi menggunakan simbol hukum

Kp (koefisien distribusi).

_Co
Ca

Kb
Kb = koefisien distribusi atau koefisien partisi
Co = konsentrasi zat organik

Ca = konsentrasi zat air



23

Pada kondisi ideal dan tidak terjadi asosiasi, disosiasi atau polimerisasi, maka
harga Kp sama dengan harga angka banding distribusi (D).  Angka banding
distribusi menyatakan perbandingan konsentrasi total zat terlarut dalam pelarut
organik dan pelarut air. Berdasarkan ketentuan tersebut zat yang terekstraksi

dapat ditentukan dengan persamaan berikut :

Persamaan di atas dapat dibuktikan bahwa banyaknya zat yang akan terekstrak
semakin besar jika harga v/v diperkecil, artinya sama dengan memperbesar
volume fasa organik. Namun demikian dapat dibuktikan bahwa proses ekstraksi
akan semakin efisien, jika ektraksi dilakukan secara berulang kali dengan jumlah
volume fasa organik yang sama.  Bila n kali ekstraksi secara terpisah dengan
menggunakan volume fasa organik yang sama, maka banyaknya zat terlarut yang

tertinggal dalam fasa air adalah :

VA
m
DVO+VA

(Berthod and Carda-Broch, 2004).

Wn= WA(

Etil asetat banyak digunakan dalam ekstraksi fungi endofit (Bhardwaj et al., 2015)
selain etil asetat biasanya digunakan metanol. Sebagai pelarut etil asetat memiliki
polaritas sedang dan memiliki kemampuan untuk melarutkan senyawa bioaktif
polar dan non-polar dan pelarut metanol menjadi pelarut polar dapat melarutkan
hampir semua senyawa organik, bahkan polar, semi polar dan non-polar. Namun,
selain pemisahan senyawa, pelarut tidak memiliki efek terhadap aktivitas
antimikroba dari ekstrak fungi karena ekstrak menguap di bawah tekanan
menggunakan evaporator. Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini

meliputi:

a. Maserasi

Maserasi dilakukan dengan perendaman sampel menggunakan pelarut organik
pada suhu ruang. Maserasi merupakan ekstraksi dingin dan yang paling
sederhana, di mana pelarut akan menembus dinding sel dan memasuki rongga sel

yang mengandung zat aktif dan menyebabkan larutan terkonsentrasi akan



24

didorong keluar dari sel karena perbedaan konsentrasi antara larutan di luar dan di
dalam sel (Wojdylo et al., 2020). Selain itu, maserasi sangat sederhana dengan

waktu ekstraksi yang lama dan efisiensi ekstraksi yang rendah (Zhang et al., 2018)

b. Partisi (Ekstraksi Cair-Cair)

Ekstraksi cair-cair (partisi) dilakukan untuk pemisahan berdasarkan berbedaan
distribusi senyawa kimia di dalam 2 fase pelarut yang tidak saling bercampur.
Fase yang digunakan biasanya fase air dan fase lainnya merupakan pelarut
organik seperti n-heksana, dietil eter, etil asetat, atau kloroform.  Adanya
perbedaan polaritas berat jenis pada masing-masing pelarut menyebabkan

terbentuknya dua fase yang saling tidak tercampur.

2.9 Pemurnian Senyawa Bioaktif Menggunakan Metode Kromatografi

2.9.1 Kromatografi

Kromatografi salah satu metode pemisahan komponen suatu sampel didasarkan atas
perbedaan laju distribusi komponen sampel diantara dua sampel yang tidak saling
melarut.  Metode kromatografi yang berfungsi memisahkan senyawa
memanfaatkan sifat-sifat fisik dari sampel seperti kelarutan, adsorpsi, keatsirian,
dan kepolaran. Kromatografi sangat umum diterapkan pada serangkaian metode
pemisahan yang menggunakan sistem dengan dua fase; fase gerak dan fase
stasioner. Analit dalam campuran yang dipisahkan berinteraksi dengan fase
stasioner dengan afinitas yang berbeda. Saat bergerak melalui sistem, yang dibawa
oleh fase gerak, analit dengan afinitas rendah untuk fase stasioner cenderung
bergerak bersama dengan cepat, sementara yang memiliki afinitas tinggi akan
cenderung tertinggal. Pada penelitian ini dilakukan pemisahan komponen dengan
metode kromatografi lapis tipis (KLT) dan kromatografi kolom (KK).
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2.9.1.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT bertujuan untuk memisahkan komponen-komponen dengan perbedaan
adsorpsi atau partisi antara fasa diam dengan pergerakan dari pelarut atau eluen
(Hostettman et al., 1995). Senyawa yang terserap pada fase diam dengan kuat
tidak dapat bergerak jauh dibandingkan dengan senyawa yang terserap lebih
lemah. Kekuatan intermolekuler yang mempengaruhi Kketerbelakangan
komponen yang berdasarkan Hukum Coulomb seperti menarik suka-daya tarik
terjadi antara molekul dengan sifat elektrostatik yang sama tetapi molekul dengan
sifat berbeda ditolak. Interaksi elektrostatik antara molekul adalah dari dua jenis
utama : Kekuatan retensi polar van der Waals yang timbul dari interaksi antara
molekul yang memiliki muatan permukaan; dan kekuatan dispersi non polar

antara molekul netral atau gugus fungsi.

Gaya intermolekular mempengaruhi komponen yang didasarkan pada hukum
Coulomb seperti gaya tarik menarik yang terjadi antara molekul dengan sifat
elektrostatik yang sama namun, molekul dengan sifat berbeda ditolak. Interaksi
elektrostatik antara molekul ditandai dengan 2 tipe yaitu:

a. Kekuatan retensi polar van der Waals dihasilkan dari interaksi antar molekul

yang memiliki muatan permukaan dan

b. Kekuatan disperse non polar antara molekul netral atau gugus fungsi.

Hasil KLT menunjukan adanya informasi seperti kandungan komponen dalam
sampel serta kepolaran komponen dalam suatu senyawa. Pendeteksian bercak
dalam KLT meliputi 2 cara yaitu secara kimia dan fisika. Deteksi bercak dengan
cara fisika, digunakan sinar UV. Metode deteksi dengan sinar UV mampu
menunjukkan penampakan senyawa yang berfluoresensi.  Senyawa yang
menyerap sinar UV dapat terlihat gelap di bawah UV.  Sinar UV yang sering
digunakan memiliki panjang gelombang yaitu 254nm (paling rendah) dan 366nm
(paling tinggi). Suatu senyawa alkaloid dapat dideteksi menggunakan teknik KLT
dengan metode visualisasi yang umum digunakan yaitu Dragendorff dan serium
sulfat. Pereaksi Dragendorff menunjukkan adanya kandungan senyawa alkaloid

(N tersier) dalam senyawa di tandai timbulnya noda orange pada hasil uji KLT.
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Pereaksi serium sulfat menghasilkan noda berwarna hitam kecoklatan yang
menunjukkan adanya senyawa organik dalam sampel. Komponen suatu senyawa
dalam sampel diukur berdasarkan perbanndingan jarak elusi yang ditempuh
dengan jarak tempuh atau diketahui sebagai (Retention factor), berdasarkan cara

sistematis dapat dituliskan sebagai berikut:

_jarak yang ditempuh senyawa

jarak yang ditempuh pelarut

Hasil identifikasi berdasarkan nilai Rf dengan nilai sama maka senyawa yang
dihasilkan memiliki karakteristik yang sama atau mirip.  Bila nilai Rf yang
dihasilkan berbeda, menunjukkan senyawa yang dihasilkan merupakan senyawa
lain. Pada saat uji kromatografi lapis tipis Rf yang baik tidak lebih dari 0,5 (Tsuda,
2004).

2.9.1.2 Kromatografi Kolom (KK)

Kromatografi kolom digunakan untuk memisahkan komponen suatu senyawa
bahan alam khususnya metabolit sekunder. Pemisahan terjadi karena adanya
perbedaan daya serap atau partisi fase diam terhadap komponen-komponen
sampel yang dipisahkan oleh fase gerak (eluen). Pelarut (fase gerak) bergerak
keatas sedangkan fasa diam dibiarkan mengalir dalam kolom kaca. Berdasarkan
gaya gravitasi terhadap sampel tersebut menyebabkan adanya kesetimbangan
antara zat terlarut yang diadsorbsi adsorben dan pelarut yang mengalir melewati
kolom, yang mengakibatkan adanya pola pemisahan pada masing-masing
komponen berdasarkan sifat kepolarannya (Poole, 2009). Berdasarkan sifat

kepolarannya fasa diam pada pemisahan kromatografi dibagi menjadi 2 yaitu:

a. Kromatografi Fase Normal

Kromatografi fase normal, atau disebut adsorpsi atau kromatografi cair - padat.

Dalam kromatografi fase normal, komponen sampel dipertahankan pada fase



stasioner melalui interaksi dipol permanen pada komponen dengan dipol
permanen pada fase stasioner. Proses tersebut menghasilkan mekanisme
adsorpsi dan metode kromatografi adsorpsi di mana fase stasioner polar dan fase
bergerak non-polar digunakan. Dengan mode pemisahan ini, semakin polar zat
terlarut, semakin besar retensi meningkatkan polaritas fase seluler menghasilkan

penurunan retensi zat terlarut.

1.  Mekanisme Normal-Fase Kromatografi

Retensi pada fase normal, atau adsorpsi serta kromatografi disebabkan oleh
interaksi gugus fungsi polar pada zat terlarut dengan permukaan fase stasioner.
Selektivitas pemisahan tergantung pada kekuatan relatif dari interaksi polar
untuk zat terlarut yang berbeda. Sejauh mana zat terlarut dapat ditampung pada
fase stasioner tergantung pada konfigurasi spasialnya dan kemampuannya untuk
membentuk ikatan hidrogen dengan adsorben. Oleh karena itu, mode
kromatografi ini sensitif terhadap perbedaan spasial (atau sterik) dalam zat
terlarut dan umumnya lebih cocok untuk pemisahan isomer daripada
kromatografi fase terbalik (Synder et al., 1979). Kromatografi fase normal
menunjukkan kemampuan unik untuk membedakan antara zat terlarut dengan
jumlah atom elektronegatif yang berbeda, seperti oksigen atau nitrogen, atau
molekul dengan gugus fungsi yang berbeda. Oleh karena itu, kromatografi
adsorpsi banyak digunakan untuk pemisahan (Synder et al., 1979). Sejumlah
mekanisme telah diusulkan untuk memperhitungkan sifat proses adsorpsi
(Yashin, Y.l., 1982). Dalam kasus senyawa non-polar dan semi polar, yang
berinteraksi dengan permukaan adsorben sebagian besar oleh interaksi dipol
dispersif dan lemah, model kompetisi mengasumsikan bahwa seluruh
permukaan adsorben ditutupi oleh monolayer molekul fase seluler (Synder et al.,
1979).

Secara umum, karakteristik retensi dan pemisahan pada silika dan alumina mirip
dengan sampel yang lebih polar yang dipertahankan lebih kuat. Urutan elusi

yang biasa adalah: hidrokarbon jenuh < olefins < hidrokarbon aromatik ~halida
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organik < sulfida < eter < senyawa nitro < aldehida ester ~keton < alkohol~amina
< sulfone < sulfoksida < amida < asam karboksilat (Synder et al., 1979).

Dalam kromatografi fase normal, permukaan adsorben terdiri dari sisi adsorpsi,
yang memiliki kesamaan dengan gugus fungsi pada penukar ion. Dalam kasus
silika, sisi adsorpsi adalah gugus hidroksil (-OH) dan (-Si-OH) yang dikenal
sebagai gugus silanol. Untuk menghindari adanya kerusakan pada gugus silanol
perlu dilakukan proses perawatan sebelum digunakan. Perawatan yang dapat
dilakukan salah satunya adalah memanaskan silica dalam kondisi air dan asam

yang sesuai.

b.  Kromatografi Fasa Terbalik

Kromatografi fase terbalik atau kromatografi fase terikat merupakan yang paling
banyak digunakan dari metode pemisahan kromatografi cair. Telah dilaporkan
bahwa lebih dari 75% dari semua pemisahan HPLC dilakukan dengan
pendekatan ini. Istilah fase terbalik muncul dari fakta bahwa mode pemisahan
ini menggunakan fase stasioner non-polar dengan fase polar, yang merupakan
kebalikan dari situasi dalam kromatografi fase normal (adsorpsi). Mekanisme
kromatografi fase terbalik bersifat kompleks dan komponen sampel
dipertahankan melalui interaksi hidrofobik nonspesifik dengan fase stasioner.

Metode pemisahan ini, semakin polar zat terlarut, semakin rendah retensinya.

1. Mekanisme Kromatografi Fasa Terbalik

Pemisahan dalam kromatografi cair fase terbalik (RPLC) lebih sulit dijelaskan
daripada interaksi polar-polar sederhana dari kromatografi fase normal.
Interaksi antara molekul terlarut dan fase stasioner non-polar terlalu lemah untuk
memperhitungkan tingkat retensi zat terlarut yang diamati dalam RPLC.
Mekanisme retensinya kompleks dan dapat digambarkan sebagai kombinasi
partisi dan adsorpsi. Dalam sejumlah kasus, RPLC telah disebut sebagai
kromatografi partisi, karena lapisan permukaan organik terikat dapat dianggap

sebagai film cair terikat, meskipun pekerja lain telah menyimpulkan bahwa fase
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terikat bertindak lebih seperti padatan yang dimodifikasi daripada cair (Locke,
D. 1974).

Selain itu, sifat heterogen dari bahan berbasis silika menunjukkan mekanisme
yang berbeda. Selain itu, mekanisme ini tidak selalu konstan selama seluruh
rentang komposisi fase bergerak karena pelarutan situs pengikatan pada
permukaan fase stasioner sangat dipengaruhi oleh komposisi fase bergerak.
Secara umum bahwa teori solfopobik menawarkan interpretasi retensi RPLC
yang paling valid. Mekanisme ini, yang mungkin paling sesuai ketika
menggunakan fase seluler berair dengan kandungan pengubah organik rendah,
didasarkan pada asumsi bahwa fase stasioner adalah lapisan seragam ligan non-
polar. Teori solfopobik mengasumsikan bahwa zat terlarut mengikat ke fase
stasioner yang kemudian mengurangi luas permukaan zat terlarut yang terpapar
ke fase bergerak. Zat terlarut disortir sebagai hasil dari efek pelarut ini; yaitu,

zat terlarut disortir karena solfofobik.

Oleh karena itu, zat terlarut lebih dipertahankan sebagai hasil dari interaksi
(solfopobik) dengan fase seluler melalui interaksi spesifik dengan fase stasioner.
Fakta bahwa retensi terjadi terutama sebagai akibat dari interaksi yang kuat
antara fase bergerak dan molekul terlarut menunjukkan bahwa komposisi fase
bergerak memiliki pengaruh lebih besar pada selektivitas pemisahan daripada
fase stasioner dalam metode kromatografi ini (Snyder et al., 1988). Sementara
variasi dalam komposisi fase bergerak adalah cara paling umum untuk
mengubah selektivitas pemisahan dalam RPLC, perbedaan yang cukup besar
dalam selektivitas ada antara kolom fase terikat yang berbeda. Sejumlah besar
kolom fase terikat silika tersedia dan perbedaan halus dalam selektivitasnya
sering kali berarti bahwa pemisahan pada jenis kolom yang tampaknya serupa

dapat menunjukkan perbedaan yang cukup besar
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2.10 Karakterisasi Senyawa Bioaktif Menggunakan Metode Spektroskopi

Spektroskopi mempelajari tentang metode menganalisis spektrum suatu senyawa
dan interaksi antara radiasi elektromagnetik. Teknik spektroskopi dapat digunakan
untuk menentukan struktur dari senyawa organik tersebut. Metode spektroskopi
yang dipakai pada penelitian adalah Liquid Chromatography — Mass Spectroscopy
(LC-MS).

2.10.1 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS).

Kromatografi cair-spektrometri massa (LC-MS) salah satu teknik analitik yang
menggabungkan kromatografi cair menggunakan deteksi spektrometri massa.
Kromatografi cair (LC) memisahkan komponen sampel dan kemudian melanjutkan
ke spektrometer massa (MS). MS membuat dan mendeteksi ion bermuatan. Data
LC-MS dapat digunakan untuk memberikan informasi tentang berat molekul,
struktur, identitas, dan kuantitas komponen sampel tertentu. LC-MS secara
signifikan memperluas penggunaan analitis spektrometri massa yang efektif ke
sejumlah besar senyawa organik. Metode berbasis LC dan LC-MS dapat diterapkan
pada sebagian besar senyawa organik. Jenis sampel berkisar dari senyawa farmasi
kecil hingga protein besar. Konsep spektrometri massa relatif sederhana: Senyawa
terionisasi (metode ioninisasi), ion dipisahkan berdasarkan rasio massa / muatan
(metode pemisahan ion), dan jumlah ion yang mewakili setiap massa/charhe "unit"
dicatat sebagai spektrum. Misalnya, dalam spektrometer massa membombardir
molekul dalam fase uap dengan sinar elektron berenergi tinggi dan mencatat
hasilnya sebagai spektrum ion positif, yang telah dipisahkan berdasarkan massa /

muatan (m/z).

Spektrometer massa yang dikombinasikan dengan kromatogram cair dapat
mendeteksi karakteristik massa dari senyawa. Sistem ini dapat secara selektif
mendeteksi senyawa yang menarik dalam matriks yang kompleks, yang

memudahkan untuk menemukan dan mengidentifikasi senyawa. Beberapa
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komponen yang harus terdapat dalam MS yaitu sumber ion dan analisis massa.
Komponen tersebut memiliki beberapa jenis yang akan disesuaikan berdasarkan
tingkat kepolaran senyawa dengan kelebihan dan kekurangan. Sumber ion yang
digunakan pada penelitian adalah sumber ion jenis Atmospheric Pressure Chemical
lonization (APCI), berdasarkan pedoman Agilent Tech (2011) metode ini
menggunakan eluen yang disemprotkan pada suhu tinggi (200-400°C) pada tekanan
atmosfer. Fase gas pelarut yang dihasilkan akan terionisasi dan ion-ionnya
mentransfer muatan pada molekul analit. lon dari analit melewati pipa kapiler
menuju spektrometer massa. APCI biasanya digunakan pada kromatografi fase
normal hal ini dikarenakan analit yang digunakan pada fasa normal. Sistem LC
menggunakan alliance 2695 lengkap dengan autosampler, degaser, dan pemanas
kolom. Sistem MS menggunakan ZQ 2000 single quadrupole. Kemudian
diperoleh data dengan menggunakan software Masslynx® 4.0. Kolom yang
digunakan adalah C18 150 x 2, 1 mm dengan fasa gerak asetonitril: air (0, 01%
asam asetat) dengan laju alir 0, 5 mL/menit. LC-MS/MS digunakan untuk
menganalisa senyawa yang sangat nonpolar dengan laju alir rendah. Penganalisa
massa yang digunakan yaitu analisa massa Quadrupole, metode ini terdiri atas
empat batang parallel yang diatur untuk dilewati aliran ion analit. Pada proses
tersebut bertujuan untuk menentukan rasio massa dari senyawa yang dianalisa
mampu melewati bagian filter pada waktu tertentu. Penilaian yang benar terhadap
massa molekul (M) seringkali tidak mudah hal ini karena fragmentasi pada senyawa
dan membentuk fragmen-fragmen yang membentuk ion-ion yang salah seperti
[M+Na]", [M+NH4]" atau [M-H20+H]" sebagai [M+H]" (Nielsen et al., 2011) atau
karena rendahnya kelimpahan ion [M+H]" karena ionisasi yang buruk dalam
kondisi yang dipilih. Sensitivitas deteksi yang tinggi dicapai dengan memantau
nilai m/z yang akurat dari ion yang diprotonasi atau dinonaktifkan atau fragmennya.
Kuantitasi dilakukan dengan membandingkan area puncak dalam kromatogram ion
sampel yang diekstrak dengan standarnya dalam solusi standar kalibrasi eksternal

yang berisi standar referensi.

Akhir-akhir ini, telah dilaporkan senyawa (Z)-Octadec-9-enamide (oleamide) dari
Penicillium sp. yang berhasil diisolasi dari sedimen laut. Senyawa oleamide
tersebut berhasil diidentifikasi menggunakan LCMS-MS (M+H)* dengan puncak
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utama m/z 282.87 seperti terlihat pada Gambar. 11. MS fragmentasinya terdiri
dari puncak spesifik: 57.0701, 282.2802, and 247. 2426 (Arakkaveettil and Hatha,
2018).
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Gambar 11. Contoh senyawa dan pola fragmentasi menggunakan LC-
MS/MS (Arakkaveettil and Hatha, 2018)



1. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2021 sampai April 2022 di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-
LTSIT), Universitas Lampung. Analisis Microscope Axioo Zeiss Imager Al, dan
Liquid Chromatography High Resolution Mass Spectrophotometer (LC-MS)
(ACQUITY UPLC® H-Class System (Waters, Beverly, MA, USA), ACQUITY
UPLC® HSS C18 coloumn (Waters, Beverly, MA, USA) and Xevo G2-S Qtof
Mass Spectro (Waters, Beverly, MA, USA) dilakukan di pusat Laboratorium

Forensik Kepolisian Republik Indonesia, Sentul, Bogor, Indonesia.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas diantaranya gelas
kimia, pipet tetes, erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, cawan petri, batang
pengaduk, mikropipet, pinset, gunting, cutter, loop ose, cover slip, oven, lampu
spiritus, hot plate, spatula logam, karet gelang, spidol, microplate 96 well (Iwaki),
mikropippet 10-100 uL (DragonLab), autoclave Tomy SX-700, dan neraca analitik
Wigen Houser, rotary evaporator Buchii/R210, Laminar air flow (ESCO)
Incubator Memmert-Germany/INC-02, Mikroskop cahaya axio Zeiss Al.
Seperangkat alat kromatografi lapis tipis (KLT) dengan plat kaca alumunium silica
gel DC kiesegel 60 F2s4, lampu UV Kohler/SN402006, serta kolom kaca digunakan
untuk pemurnian senyawa bioaktif, dan Liquid Chromatography-Mass
Spechtrometry (LC-MS) ACQUITY UPLC® H-Class System (Waters, Beverly,
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MA, USA), ACQUITY UPLC® HSS C18 coloumn (Waters, Beverly, MA, USA)
and Xevo G2-S Qtof Mass Spectro (Waters, Beverly, MA, USA).

Bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi beras, akuades, aritificial sea
water (ASW) (NaCl 234.7 g, MgCl2:6 H20 106.4 g, NaSO4 39.2 g, CaCl, 11.0 g,
NaHCOs3 1.92 g, KCI 6.64 g, KBr 0.96 g, H3BO3 0.26 g, SrCl, 0.24 g, NaF 0.03 g,
dan ddH20 10.0 L, NaOCI (Natrium ) agar, Malt Extract (ME) (Merck Ltd), Tryptic
Soy Broth (TSB) (Merck, Ltd), nutrient agar (NA) (Merck, Ltd), alkohol 70%,
metanol (MeOH) PA (Merck, Ltd), metanol (MeOH) teknis, etanol (EtOH) teknis,
n-butanol teknis, isopropil alkohol (IPA) teknis, diklorometana (DCM) teknis, n-
heksana teknis, reagen visualisasi KLT meliputi Ce(SOa4)2 (Merck Ltd) (10%
Ce(IV) dan 15% H2SOs4 (teknis) dalam akuades) , Ninhidrin (Merck Ltd) (2%
ninhidrin dalam pelarut EtOH teknis), dan Dragendorff (stok 1 : Bismut nitrat 1,7
g dalam 80 mL air dan asam asetat glasial teknis 20 mL; stok 2: larutan KI (Merck
Ltd) (50% b/v, 100 mL) dengan asam asetat glasial).

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1. Biomaterial

Pada penelitian ini, bakteri S. aureus dan P. aeruginosa dan fungi diperoleh dari
deposit UPT-LTSIT (Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi
dan Teknologi). Pada penelitian ini sampel fungi diperoleh dari spons yang diambil
dari daerah Singaraja, Buleleng, Bali dan ekosistem hutan mangrove Lampung
Timur, Lampung. Pesisir Laut Timur, desa Sriminosari, Lampung (titik koordinat:
5°19' 01.0" S 105°49' 19.8" E) pada November 2020. Sampel terdiri dari lumpur
dan bagian dari tanaman mangrove (akar, batang, dan daun).

Pengayaan endofit fungi dilakukan menggunakan metode Tang et al., 2019. Semua
sampel dicuci bersih dengan air selama beberapa menit untuk menghilangkan
puing-puing organik dan tanah. Setelah proses pengeringan, sampel ditempatkan

pada cawan petri yang berisi media agar isolasi. Cawan petri diinkubasi pada 28°C
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selama 2-3 minggu. Selanjutnya, isolat fungi di maintenance menggunakan media
ME dan TSB (3% ME, 0, 6% Trypthic Soy, 2, 0% agar dan 3,8% air laut buatan)
dan disimpan pada 30° C.

3.3.2. ldentifikasi Fungi Secara Makro dan Mikroskopik

Identifikasi fungi dilakukan dengan menumbuhkan fungi pada media agar standar
ME dan TSB (3% Malt ekstrak dan 0, 6% Trypthic Soy Broth) selama 2-5 hari.
Selanjutnya, secara makroskopik dilakukan dengan mengamati warna, koloni dan
bentuk fungi dan identifikasi secara mikroskopik menggunakan metode Sibero et
al., 2017 dengan beberapa modifikasi. Morfologi spora dan struktur sporulasi
dianalisis secara mikroskopis menggunakan mikroskop (Axioo Zeiss Imager Al).
Strain dipertahankan sebagai koloni yang tumbuh pada MEA (Malt Extract Agar)
dalam kondisi gelap pada suhu 37°C (Nord et al., 2019).

3.3.3. Filogenetik dan Sekuensing Fungi

DNA fungi diekstraksi mengikuti metode Landum et al (2016), sesuai dengan
langkah-langkah menggunakan QlAamp DNA Minikit (Qiagen, Jerman). Spacer
transkripsi internal DNA ribosom nuklir (ITS) dari isolat fungi diperkuat
menggunakan primer forward, ITS1-F (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") dan
reversed primer, 1TS4-R (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al,
1990). Volume reaksi akhir adalah 20,5 pL, mengandung 10 pL kit PCR NEXpro
TM (PCR Biosystems, UK), 0,25 pL. primer maju dan 0,25 pL terbalik, 5 uL. ddH20
dan 5 puL template DNA genomik. Untuk kontrol negatif, DNA diganti dengan air
suling untuk memuverifikasi tidak adanya kontaminasi. PCR dilakukan
menggunakan Sensoquest Sensodirect Gradient Termo block 96 (SensoQuest,
Jerman), diprogram selama 5 menit pada 94°C; 35 siklus selama 1 menit pada 94°C,
1 menit pada 52°C, dan 1 menit pada 72°C; dan perpanjangan 5 menit terakhir pada
72°C. Produk PCR dipisahkan menggunakan gel agarosa 2% dalam buffer TAE
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1X (40 mM Tris-asetat dan 1 mM EDTA, pH 8,0), diwarnai dengan ethidium
bromide (0,5 pg mL-1) dan didokumentasikan menggunakan Qiaxcell Advanced
(Qiagen, Jerman). Produk PCR dikirim untuk pengurutan dua arah langsung
menggunakan ABIPRISM3730 x 1 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
di First BASE Laboratory Sdn. Bhd., Selangor, Malaysia.

3.3.4. Uji Resistensi Bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas

aeruginosa

Uji reistensi bakteri dilakukan pada bakteri Staphylococcus aureus (S. aureus) dan
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). Pada proses pengujian digunakan
amoxicillin, cefadroxyl hyclate, ciprofloxacin, clindamycin, erithromycin,
chloramphenicol, lincomycin, thiamphenicol, ciprofloxacin sebagai kontrol positif.
Kemudian untuk kontrol negatif menggunakan metanol PA 12,5%. Pengujian disk
difusi agar dilakukan sesuai dengan protokol Clinically Laboratory and Standard
Institute (CLSI) untuk bakteri (CLSI, 2012). Pada uji difusi disk permukaan agar
diinokulasi dengan menyebarkan inokulum bakteri.  Pengujian dilakukan
menggunakan silinder stainless steel berukuran 6x8mm (20-100 pL). Selanjutnya,
pada bagian dalam silinder stainless steel yang sudah ditempatkan pada media agar
inokulasi bakteri ditambahkan sebanyak 50 pL kontrol positif, negatif, dan sampel
pada setiap silinder. Kemudian dilakukan inkubasi selama 18-24 jam. Setelah 18-
24 jam maka hasil didapatkan dengan mengukur panjang diameter zona bening
yang dihasilkan pada masing-masing sampel tersebut. Selanjutnya data yang

didapat di analisis dalam bentuk diagram batang pada Microsoft Excell 2013.

3.3.5. Kultivasi, Ko Kultivasi dan Ekstraksi

Pada proses kultivasi inokulum dibuat terlebih dahulu dengan perbandingan 1:5
terhadap media pertumbuhan. Inokulum menggunakan media standar malt ekstrak
dan Trypthic Soy Broth (TSB) (3% Malt ekstrak dan 0, 6% Trypthic soy broth dan
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artificial sea water ). Selanjutnya, inokulum di inkubasi selama 2 hari pada kondisi
statis. Setelah 2 hari dilakukan penuangan pada media kultivasi beras (100 gram
beras dalam 110 mL air laut buatan) dan disterilisasi menggunakan autoclave pada
121 selama 20 menit dan diinkubasi selama 7 pada 30°C pada kondisi statik (Tang
etal., 2019).

Selanjutnya, pada proses ko kultivasi dilakukan penambahan bakteri dengan
mengambil 1 koloni bakteri dari hasil kultur dan dibiarkan selama semalam hingga
mencapai kekeruhan 108. Kemudian, dilakukan inkubasi pada 30° C selama 14
hari pada kondisi statik (Frank et al., 2019). Hasil kultivasi dan ko kultivasi
selanjutnya di ekstrak menggunakan pelarut 50 mL EtOAc.

3.3.6. Skrining Antibakteri terhadap Bakteri Klinis Staphylococcus aureus

dan Pseudomonas aeruginosa Resisten

Uji skrining dilakukan pada bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas
aeruginosa yang memiliki sifat resisten. Pada uji antibakteri dilakukan pembuatan
suspensi bakteri menggunakan media TSB (Trypthic Soy Broth) (Merck, Ltd.).
Kemudian, suspensi disesuaikan kekeruhannya dengan standar 0,5 Mc-Farland
(BaSO4 disiapkan secara spektrofotometri) untuk menghasilkan perkiraan 1,5x10°
CFU / mL. Suspensi yang telah sesuai dengan 0,5 Mc-Farland kemudian
diencerkan dengan perbandingan 1: 100 dalam TSB (Merck) untuk memberikan
suspensi koloni 1x10° CFU / mL. Kekeruhan terakhir ialah 1x10* CFU dan 3-
7x10° CFU / mL. Uiji diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-20 jam. Setelah
inkubasi, ditambahkan 30 uL. Alamar biru (resazurin) dan diinkubasi selama 2, 4
dan 8 jam untuk mengamati perubahan warna. Uji MIC dilakukan sebanyak tiga
kali (Elsikh et al., 2016).

3.3.7. Pemurnian Senyawa Antibakteri
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Pemurnian dilakukan menggunakan beberapa metode kromatografi meliputi
kromatografi lapis tipis (KLT), dan kolom silika gel terbuka. Pada uji KLT, ekstrak
dipindahkan dengan pipa kapiler dan ditotolkan pada fase diam berupa plat silika
gel Foss dengan fase gerak n-Heksana dan EtOAc. Uji KLT dilakukan
menggunakan variasi pelarut sebagai fase gerak. Selanjutnya divisualisasi dengan
UV2sanm, pereaksi Ce(SOs)2, Dragendorff untuk komponen alkaloid, dan Ninhidrin
(1% wi/v dalam etanol) untuk komponen asam-asam amino. Kemudian diamati dan
dihitung nilai Rf masing-masing komponen. Selanjutnya pemurnian dilakukan
menggunakan kolom silika terbuka dengan pelarut n-Heksana dan EtOAc.
Purifikasi lebih lanjut menggunakan kolom terbuka dengan fase diam berupa Cis
dengan fase gerak MeOH dan H.O secara gradien. Fraksi hasil pemurnian

dimonitoring dengan uji KLT kembali.

3.3.8. Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa Antibakteri

Fraksi yang diperoleh dianalisis dengan dianalisis dengan spektrofotometer Liquid
Chromatography Mass Spectrophotometer (LC-MS) untuk mengetahui berat

molekul dan pola fragmentasi dari sampel yang digunakan.



5.1

V. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan maka didapatkan kesimpulan sebagai
berikut:

Telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi 9 jenis fungi yang berasal dari spons
dan 17 jenis fungi endofit mangrove. Berdasarkan masing-masing jenis fungi
didapatkan jenis Fusarium, dan Aspergillus didapatkan sangat dominan.
Telah berhasil didapatkan fungi yang memiliki bioaktivitas melalui proses
kultivasi dan ko-kultivasi menggunakan teknik Solid State Fermentation
(SSF).

Telah didapatkan hasil uji antibakteri fraksi dari fungi spons menggunakan
media beras yaitu A12RFB0301 dengan konsentrasi 62.5ug/mL dan fraksi
A12RFB0302 dengan konsentrasi 250ug/mL pada bakteri S. aureus.
Kemudian, pada bakteri P. aeruginosa fraksi A12RFB0301 dan
A12RFB0302 memiliki aktivitas pada konsentrasi 250ug/mL.

Telah didapatkan aktivitas fraksi dari fungi spons menggunakan media kulit
udang yaitu A12RF0401 terhadap S. aureus dengan konsentrasi 500 ug/mL
dan aktivitas pada P. aeruginosa pada konsentrasi 31.25ug/mL.

Telah didapatkan aktivitas fraksi dari fungi endofit mangrove CBO7RF
memiliki aktivitas terhadap Pseudomonas aeruginosa.

Telah berhasil diisolasi senyawa peptide dari fungi A12RF menggunakan
media beras dan lipopeptida dari fungi A12RF menggunakan media kulit

udang yang memiliki aktivitas terhadap bakteri resisten klinikal.
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5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat digunakan sebagai informasi
awal sebagai kajian lebih lanjut untuk dilakukan uji mekanisme kerja dari senyawa

peptida dan lipopetida yang dihasilkan.
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