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Fenomena munculnya bakteri yang resisten terhadap antibiotik mendorong para 

peneliti untuk melakukan eksplorasi senyawa bioaktif baru. Penelitian ini dilakukan 

untuk memperoleh isolat actinomycetes dari sedimen mangrove, mengetahui 

aktivitasnya sebagai antibakteri melalui microdilution, dan mengetahui 

karakteristik senyawanya. Actinomycetes sedimen mangrove ditumbuhkan pada 

media agar koloid kitin dan dilakukan pemeliharaan hingga didapatkan biakan 

murni.  Isolat tunggal selanjutnya dikultivasi pada media padat kulit udang 

sebanyak 50 g dan diinkubasi dalam kondisi statis selama 14 hari. Kultur diekstraksi 

menggunakan etil asetat (EtOAc). Ekstrak kasar diskrining aktivitas antibakterinya 

terhadap S. aureus menggunakan microtiter plate 96-well.  Isolat potensial 

dikultivasi skala besar menggunakan 200 g kulit udang. Ekstrak kasar di fraksinasi 

melalui kromatografi kolom dan diuji aktivitas antibakterinya terhadap S. aureus. 

Fraksi aktif selanjutnya dikarakterisasi menggunakan LC-MS/MS dan FT-IR. 

Sampel sedimen mangrove diambil dari 3 titik di Kawasan Hutan Mangrove 

Sriminosari, Lampung Timur dan diperoleh sebanyak 7 isolat actinomycetes yang 

terindikasi genus Streptomyces dan Planomonospora.  Skrining antibakteri dari 

ketujuh isolat menunjukkan isolat ISM 7 memiliki daya hambat yang paling besar 

terhadap S. aureus. Karakteristik senyawa yang dihasilkan oleh isolat potensial ISM 

7 menunjukkan adanya senyawa golongan alkaloid dengan struktur dasar morfolin 

pada fraksi aktif ISM7K1F3 yang tersusun dari gugus fungsi O-H, C-H stretching 

alkana, C=O, C-N, C-H bending alkana, dan C-O. 
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The phenomenon of emergence of bacteria that are resistant to antibiotics 

encourages researchers to explore new bioactive compounds. This study was 

conducted to obtain isolates of actinomycetes from mangrove sediment, to 

determine their antibacterial activity through microdilution, and to determine the 

characteristics of their compounds. Actinomycetes mangrove sediments were 

grown on colloidal chitin agar media and maintained until pure isolates were 

obtained. The pure isolates were cultivated on 50 g of shrimp shells solid media and 

incubated under static conditions for 14 days. The cultures were extracted using 

ethyl acetate (EtOAc). The crude extract was screened for its antibacterial activity 

against S. aureus using a 96-well microtiter plate. Potential isolate was scale up 

cultivated using 200 g of shrimp shells. The crude extract was fractionated by 

column chromatography and tested for its antibacterial activity against S. aureus. 

The active fraction was further characterized using LC-MS/MS and FT-IR. 

Mangrove sediment samples were taken from 3 points in the Sriminosari Mangrove 

Forest Area, East Lampung and obtained as many as 7 isolates of actinomycetes 

which indicated the genus Streptomyces and Planomonospora.  Antibacterial 

screening of the seven isolates showed that ISM 7 isolates had the greatest 

inhibition against S. aureus. The chemical characteristics of the compounds 

produced by the potential isolate of ISM 7 in the active fraction ISM7K1F3 which 

is showed the presence of alkaloid compounds with a morpholine basic structure 

composed of functional groups O-H, C-H stretching alkanes, C=O, C-N, C-H 

bending alkanes, and C-O. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar Belakang 

 

Kesehatan manusia semakin terancam dengan munculnya patogen resisten 

antibiotik dan menurunnya penemuan serta pengembangan antibiotik baru.   

Resistensi antibiotik merupakan kemampuan bakteri untuk melawan efek antibiotik 

yang sebelumnya sensitif.  Data literatur menunjukkan adanya 700.000 kasus 

kematian per tahun akibat terjadinya infeksi bakteri yang resisten terhadap obat.  

Jika senyawa antimikroba baru tidak segera dikembangkan, maka diprediksikan 

infeksi tersebut akan menyebabkan 10 juta kematian setiap tahun pada tahun 2050 

mendatang (Shankar, 2016). 

 

Dampak dari resistensi antibiotik dapat menghambat pencapaian tujuan 

pembangunan berkelanjutan, seperti kesehatan, ketahanan pangan, air bersih dan 

sanitasi (Bryan-Wilson, 2016).  World Health Organization (WHO) menerbitkan 

daftar patogen prioritas yang resisten terhadap antibiotik.  Daftar tersebut terdiri 

dari 12 famili bakteri yang dianggap sebagai ancaman terbesar bagi kesehatan 

manusia (Global Antimicrobial Resistance Surveillance System (GLASS) Report, 

2017).  Bakteri Staphylococcus aureus termasuk methicillin resisten S. aureus 

(MRSA) merupakan bakteri yang masuk dalam daftar patogen prioritas yang 

resisten terhadap antibiotik.  Bakteri S. aureus banyak ditemukan pada kulit, 

rambut, hidung, dan saluran pernapasan manusia dan hewan.   Patogen tersebut juga 

bertanggung jawab atas berbagai infeksi kronis yang parah, seperti sepsis, 

pneumonia, infeksi luka kronis (O’Callaghan, 2018).  Pengembangan dan 

penemuan senyawa metabolit sekunder baru dari bahan alam penting untuk 

dieksplorasi guna dijadikan sebagai antibiotik baru dalam mengatasi bakteri 

patogen resisten tersebut. 
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Produk alami merupakan sumber penting senyawa antibakteri baru dan sangat 

efektif yang dapat digunakan dalam memerangi resistensi obat yang tumbuh karena 

munculnya fenotipe bakteri yang resisten terhadap obat.  Bahan alam yang berasal 

dari lingkungan laut menyediakan reservoir penyembuhan potensial terhadap 

penyakit kanker, bakteri, jamur, parasit, dan virus.  Salah satu organisme laut yang 

sangat potensial berasal dari ekosistem mangrove (Thatoi et al., 2013).  Keunikan 

yang dimiliki ekosistem mangrove meliputi keanekaragaman flora, fauna, dan 

habitat tempat hidupnya.  Perakaran mangrove mampu menjadi penghalang bagi 

daun mangrove yang gugur agar tidak terbawa arus sehingga dapat digunakan 

sebagai sumber bahan organik.  Sedimen mangrove juga mendukung dan 

membantu pembentukan kerja sama lingkungan mikro aerobik dan anaerobik serta 

pengaruh kondisi lingkungan yang ekstrem dapat meningkatkan keanekaragaman 

komunitas mikroorganisme di dalam sedimen (Law et al., 2019).  Beragam 

mikroorganisme termasuk actinomycetes, bakteri, jamur, cyanobacteria, mikroalga, 

makroalga, dan protozoa, yang menghasilkan senyawa metabolit sekunder, seperti 

saponin, tanin, flavonoid, alkaloid, terpen, peptida, poliketida, dan molekul 

terhalogenasi  (Simões et al., 2015).  Fakta tersebut menunjukkan bahwa ekosistem 

mangrove menjadi sumber penting untuk dieksplorasi guna mendapatkan senyawa 

bioaktif baru yang dapat dijadikan sebagai produk antibiotik baru (Sharma et al., 

2019). 

 

Ekosistem mangrove di Indonesia sangat luas, namun penelitian mengenai senyawa 

bioaktif antibakteri yang berasal dari sedimen mangrove belum banyak dieksplorasi 

khususnya di provinsi Lampung.  Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini 

difokuskan pada penemuan senyawa bioaktif actinomycetes sedimen mangrove di 

kawasan hutan mangrove Sriminosari, Lampung Timur yang diisolasi pada media 

koloid kitin agar.  Isolat actinomycetes yang tumbuh diamati secara makroskopis 

dan mikroskopis.  Isolat diskrining aktivitas antibakterinya terhadap S. aureus 

dengan metode mikrodilusi untuk memperoleh isolat unggul dengan aktivitas 

tertinggi yang selanjutnya dikultivasi skala besar untuk memproduksi senyawa 

metabolit sekunder menggunakan media kulit udang (solid state fermentation) yang 

mengandung kitin, protein, dan mineral sebagai nutrisi bagi pertumbuhan 

actinomycetes.  Hasil kultivasi dimaserasi menggunakan etil asetat dan dipekatkan.  
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Ekstrak diidentifikasi komponen senyawanya melalui kromatografi lapis tipis dan 

dilakukan fraksinasi melalui kromatografi kolom.  Hasil fraksinasi diskrining 

aktivitas antibakterinya terhadap S. aureus untuk mendapatkan fraksi aktif yang 

selanjutnya dimurnikan hingga mendapatkan satu spot senyawa pada KLT.  

Senyawa yang diperkirakan sudah murni dikarakterisasi dengan beberapa 

instrumen, seperti Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS/MS) untuk 

mengetahui berat molekul (m/z) dan perkiraan struktur senyawa, dan menggunakan 

Fourier Transform Infra Red Spectrometer (FT-IR) untuk mengonfirmasi gugus 

fungsi yang terdapat pada senyawa bioaktif. 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mendapatkan isolat actinomycetes yang berasal dari sedimen mangrove  

Sriminosari, Lampung Timur. 

2. Mengetahui aktivitas antibakteri dari isolat actinomycetes terhadap 

Staphylococcus aureus dengan metode microdilution. 

3. Mengetahui karakteristik senyawa bioaktif dari isolat unggul actinomycetes 

menggunakan LC-MS/MS dan FT-IR. 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini, yaitu memberikan informasi mengenai 

potensi actinomycetes sedimen mangrove di Kawasan Hutan Mangrove 

Sriminosari, Lampung Timur dan aktivitasnya sebagai antibakteri terhadap S. 

aureus serta karakteristik senyawa bioaktif yang dihasilkan.



 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Ekosistem Mangrove 

 

Indonesia memiliki 3,3 juta hektar hutan mangrove yang terdiri dari 2,2 juta hektar 

di dalam kawasan hutan dan 1,3 juta ha di luar kawasan hutan (Nurbaya, 2020).  

Keanekaragaman dan sebaran mangrove di seluruh nusantara diantaranya Jawa 

(166 spesies), Sumatera (157 spesies), Kalimantan (150 spesies), Papua (142 

spesies), Sulawesi (135 spesies), Maluku (133 spesies), dan Kepulauan Sunda Kecil 

(120 spesies) (Kusmana, 2014).  Indonesia menjadi negara terbesar di Asia yang 

memiliki hutan mangrove, salah satunya tersebar di kawasan pesisir Labuhan 

Maringgai Kabupaten Lampung Provinsi Lampung Timur, terdapat beberapa jenis 

mangrove di Labuhan Maringgai, seperti Avicenna marina, Rhizophora mucronate, 

Avicenna officinalis, dan Rhizophora apiculate (Herison et al., 2021). 

 

Hutan mangrove merupakan ekosistem pesisir yang terdapat pada wilayah 

peralihan antara laut dan darat serta berada di daerah tropis maupun subtropis 

(Debbab et al., 2013).  Mangrove mengalami kondisi lingkungan yang ekstrem 

dengan kandungan garam air yang berfluktuasi, suhu yang berubah, dan berlumpur 

anoksik.  Ekosistem mangrove mencakup seperempat dunia dari garis pantai tropis 

yang menjadikannya sebagai pendorong utama untuk mentransfer materi organik 

dari daratan ke lautan (Simões et al., 2015).  Mangrove adalah ekosistem unik 

dengan salinitas tinggi, nilai pH rendah, dan perendaman pasang surut berkala.  

Kompleksitas lingkungan ekosistem mangrove inilah yang menyebabkan 

keanekaragaman mikroorganisme termasuk actinomycetes (Guo et al., 2015; He et 

al., 2019).  Mangrove setiap tahun menyerap dua hingga empat kali lebih banyak 

karbon dibandingkan dengan hutan tropis dewasa (Giri, 2021).  Ekosistem ini
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menawarkan banyak keuntungan lingkungan bagi populasi manusia, antara lain 

seperti penyerapan karbon, penyerap nutrisi yang difasilitasi oleh denitrifikasi dan 

fiksasi nitrogen, dan menstabilisasi garis pantai akibat redaman gelombang (Adame 

et al., 2018; Barbier, 2016; Romañach et al., 2018). 

 

2.2. Sedimen Mangrove 

 

Sedimen mangrove merupakan sumber penting senyawa organik dan obat 

antibiotik.  Lingkungan ekstrem sedimen mangrove menunjukkan salinitas dan 

suhu tinggi, konsentrasi oksigen rendah, paparan sinar UV yang kuat, dan 

kepadatan mikroba yang tinggi karena masukan nutrisi organik yang kuat dari akar 

mangrove.  Lingkungan ekstrem seperti itu dapat memaksa mikroba untuk bersaing 

satu sama lain dengan memproduksi senyawa baru, beberapa di antaranya dapat 

dikembangkan sebagai antibiotik baru (Solntsev et al., 2019).  Jenis 

mikroorganisme yang berasal dari sedimen mangrove seperti actinomycetes dapat 

menghasilkan banyak senyawa bioaktif baru.  Beberapa senyawa bioaktif yang 

dihasilkan, seperti alkaloid, terpenoid, steroid, dan poliketida.  Senyawa ini 

memiliki berbagai aktivitas, antara lain sebagai antibakteri, penghambat enzim, 

antiinflamasi, antioksidan, antivirus, dan aktivitas sitotoksik (Cai et al., 2021). 

 

2.3. Actinomycetes Sedimen Mangrove 

 

Actinomycetes merupakan sekelompok bakteri Gram-positif dengan kandungan 

guanin dan sitosin yang tinggi dalam DNA mereka dan bersifat terestrial atau 

akuatik.  Mereka termasuk golongan uniseluler seperti bakteri, tidak memiliki 

dinding sel yang berbeda, namun menghasilkan miselium yang tidak bersekat dan 

lebih ramping.  Actinomycetes berkembang biak dengan pembelahan biner atau 

dengan menghasilkan spora atau konidia, mereka biasa tumbuh dan 

berkembangbiak di tanah, air tawar, dan laut.  Actinomycetes menghasilkan 

berbagai metabolit sekunder dengan kepentingan farmakologi dan komersial yang 

tinggi, selain itu mereka juga berfungsi untuk mendegradasi atau menguraikan 
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segala macam zat organik, seperti selulosa, polisakarida, lemak, protein, asam 

organik, dan sebagainya (Anandan et al., 2016). 

 

Actinomycetes dikategorikan menjadi dua genera, yaitu Streptomyces dan non-

Streptomyces atau dikenal dengan istilah rare-actinomycetes.  Marga Streptomyces, 

Micromonospora, dan Nocardioform ditemukan berlimpah, yaitu 1.000 hingga 

10.000 kali lebih besar (Schneider et al., 2006).  Sejumlah besar dari jenis antibiotik 

yang telah diisolasi dari actinomycetes berasal dari genus Streptomyces (Law et al., 

2019).  Sementara genera non-Streptomyces yang dikenal actinomycetes langka, 

seperti Microbacterium, Jishengella, Salinispora, Planomonospora, 

Saccharopolyspora, Sinomonas, dan Nocardiopsis (Azman et al., 2016). 

 

Habitat actinomycetes pada ekosistem mangrove masih sangat sedikit yang 

dieksplorasi, meskipun banyak potensi actinomycetes yang dapat menghasilkan 

senyawa antimikroba yang sebelumnya ditemukan di daerah tersebut (Azman et al., 

2015).  Lingkungan mangrove dicirikan oleh fluktuasi tertentu dalam kondisi 

lingkungan, seperti suhu yang ekstrem, pengaruh gelombang laut, atau bahkan 

radiasi yang tinggi.  Actinomycetes dapat tumbuh dan berkembang biak di 

lingkungan ini karena tahan terhadap air dan suhu tinggi, dan kecukupan nutrisi 

yang tersedia. Actinomycetes juga memiliki fleksibilitas fisiologis dan 

metabolisme yang dapat memicu produksi senyawa metabolit sekunder untuk 

kelangsungan hidup dalam kondisi ekstrem.  Mangrove telah dianggap sebagai 

salah satu sumber daya yang kaya untuk mengisolasi actinomycetes. Dilaporkan 

juga telah terjadi peningkatan jumlah strain Streptomyces yang berasal dari 

mangrove yang menunjukkan bioaktivitas yang kuat seperti antimikroba, 

antikanker, dan antioksidan (Mangamuri et al., 2016; Tan et al., 2018). 

 

2.4. Identifikasi Morfologi Actinomycetes 

 

Pengamatan spora sangat penting dalam taksonomi actinomycetes, spora dapat 

terbentuk pada substrat dan/atau miselium udara sebagai sel tunggal atau dalam 

rantai dengan panjang yang berbeda.  Jumlah spora per rantai spora sangat 

bervariasi dari genus ke genus.  Pengamatan morfologis actinomycetes, termasuk 



7 

 

 
 

perpanjangan dan percabangan miselium vegetatif, perkecambahan spora, 

pembentukan miselium udara, warna miselium udara dan substrat, dan produksi 

pigmen, telah digunakan untuk mengidentifikasi actinomycetes.  Mikroskop optik 

digunakan untuk mengamati bentuk spora, miselium udara dan substrat miselium 

(Anandan et al., 2016; Li et al., 2016).  Beberapa jenis spora actinomycetes menurut 

dapat dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Jenis rantai spora actinomycetes (Barka et al., 2016). 

 

2.5. Potensi Senyawa Bioaktif Alkaloid Actinomycetes 

 

Actinomycetes diketahui telah banyak memproduksi berbagai senyawa metabolit 

sekunder dengan aktivitas yang beragam, sebagian besar actinomyces laut adalah 

genus Streptomyces.  Penelitian ini difokuskan pada senyawa target berupa alkaloid 

sebagai zat antibakteri yang berasal dari actinomycetes (Wang et al., 2021).  

Alkaloid merupakan kelompok produk alami yang besar dan beragam secara 
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struktural yang berasal dari mikroba, tumbuhan, maupun hewan. Alkaloid telah 

diketahui memiliki potensi yang tinggi karena keberagaman akan bioaktivitasnya 

dan menjadi inspirasi bagi pengembangan obat-obatan antibakteri. Senyawa 

alkaloid ditandai dengan adanya atom nitrogen sebagai penyusun utamanya.  

Berbagai hasil penelitian telah banyak ditemukan senyawa alkaloid yang berhasil 

diisolasi dari actinomycetes laut (Ryu et al., 2019; Shaala et al., 2020). 

 

2.6. Kitin 

 

Penggunaan kembali limbah dari industri perikanan bukanlah praktik yang umum, 

dan sebagian besar biomassa limbah dibuang langsung ke lingkungan tanpa 

pengolahan sebelumnya. Setiap bahan yang tidak digunakan selama proses 

produksi atau konsumsi dapat menyebabkan kerusakan lingkungan jika tidak 

dikelola dengan baik.  Jenis limbah ini merupakan sumber bahan baku dengan 

manfaat yang tinggi dan dapat digunakan untuk menghasilkan biocompounds 

seperti kitin (Santos et al., 2020). 

 

Kitin termasuk jenis polimer alam yang memiliki struktur kristal yang sangat 

terorganisir, yaitu mengandung nitrogen, berwarna putih, keras, dan memiliki 

reaktivitas kimia yang rendah.  Kitin termasuk polisakarida yang paling melimpah 

kedua di alam setelah selulosa, memiliki sifat tidak larut dalam air dan pelarut 

organik serta memiliki berat molekul tinggi.  Secara kimiawi kitin terdiri dari unit 

N-asetil-2-amino-2-deoksi-D-glukosa yang disatukan oleh ikatan glikosidik (1→ 4) 

yang dapat dilihat pada Gambar 4 (Chen et al., 2019). 

 

Gambar 2. Struktur kimia kitin (Santos et al., 2020). 
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Kitin merupakan elemen utama dari eksoskeleton invertebrata laut dapat ditemukan 

dalam struktur serangga, artropoda, dan moluska.  Cangkang kepiting dan udang 

merupakan sumber utama kitin karena kandungan kitinnya yang tinggi dan hasil 

tahunan yang besar.  Terdapat rincian kandungan protein dan kitin dari berbagai 

jenis limbah makanan laut menurut Alabaraoye et al. (2018) yang tercantum pada 

Tabel 1. 

 

Tabel 1. Persentase kandungan kitin 

Jenis Limbah %Protein %Kitin 

Cangkang tiram 98,85 69,65 

Kulit Kerang 86,42 35,03 

Kepiting 63,73 60,00 

Kulit udang 58,80 40,89 

 

Metode ekstraksi kimia kitin terdiri dari dua langkah dasar, yaitu deproteinisasi 

dengan larutan basa dan demineralisasi dengan larutan asam. Langkah ini 

berhubungan langsung dengan sifat fisikokimia kitin yang diperoleh.  Sumber untuk 

ekstraksi kitin meliputi pencucian, pengeringan, dan penggilingan partikel (Santos 

et al., 2019).  Ekstraksi kitin yang dilakukan seperti tertera pada Gambar 3. 

 
Gambar 3. Proses ekstraksi kitin (Santos et al., 2020). 

 

Demineralisasi adalah proses penghilangan mineral terutama kalsium karbonat 

dengan menggunakan asam kuat (Sugiyanti et al., 2018).  Asam yang paling umum 

digunakan dalam proses pengolahan ini adalah asam sulfat, asam klorida, asam 

Limbah Seafood

Demineralisasi

Deproteinasi

Kitin
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asetat, asam nitrat, dan asam format.  Demineralisasi terjadi melalui dekomposisi 

kalsium karbonat menjadi kalsium klorida, dengan pelepasan karbon dioksida, 

seperti yang ditunjukkan pada reaksi di bawah ini: 

2HCl + CaCO3 → CaCl2 + H2O + CO2 ↑ 

 

Prose selanjutnya yaitu deproteinsasi yang melibatkan gangguan ikatan kimia 

antara protein dan kitin, membutuhkan bahan kimia untuk depolimerisasi 

biopolimer.  Jenis ekstraksi ini terdiri dari penggunaan larutan basa kuat, seperti 

hidrolisis dengan natrium hidroksida pada suhu dan konsentrasi tinggi, 

menyebabkan pemutusan rantai polimer (Avelelas et al., 2019). 

 

2.7. Solid State Fermentation (SSF) 

 

Solid state fermentation merupakan proses fermentasi yang melibatkan matriks 

padat dengan jumlah yang sangat rendah atau tanpa air bebas, untuk mendukung 

metabolisme dan pertumbuhan mikroorganisme, serta jumlah kelembapan dalam 

substrat harus tercukupi (Singhania et al., 2009; Soccol et al., 2017).  Sumber nutrisi 

atau karbon yang berasal dari matriks padat tersebut dimanfaatkan oleh 

mikroorganisme untuk mendukung perkembangan, pertumbuhan, dan aktivitas 

metabolismenya.  Mikroorganisme mengeluarkan enzim untuk mendegradasi 

molekul substrat yang dibutuhkan selama fermentasi.  Substrat padat dan sifat 

mikroorganisme merupakan parameter penting yang memengaruhi hasil produksi 

dan proses SSF (Suresh et al., 2011).  Metode solid state fermentation (SSF) 

memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan submerged fermentation 

(SmF), diantaranya sederhana, biaya yang relatif rendah, potensi sumber daya 

substrat yang melimpah, produktivitas fermentasi dan stabilitas yang lebih tinggi, 

permintaan sterilitas yang lebih rendah, dan rendahnya kemungkinan untuk 

kontaminasi (Singhania et al., 2009).  Beberapa contoh limbah padat yang dapat 

digunakan, yakni limbah agroindustri (kulit nanas, ampas tebu, dedak gandum, dan 

sebagainya), dan limbah makanan laut (kulit udang, cangkang kepiting, dan 

sebagainya) (Ooi et al., 2021; Sadh et al., 2018). 
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Bahan baku untuk teknologi fermentasi padat dapat menggunakan limbah kulit 

udang yang relatif murah dan ketersediaannya yang cukup melimpah karena masih 

minimnya pengolahan limbah kulit udang.  Limbah udang mengandung zat-zat 

yang bermanfaat, seperti kitin, protein, dan kalsium karbonat (Hamed et al., 2016).  

Penerapan limbah kulit udang sebagai bahan baku teknologi fermentasi padat dapat 

mencegah pencemaran lingkungan yang berkelanjutan.  Teknologi solid state 

fermentation (SSF) digunakan untuk memberikan nilai tambah produk yang 

dihasilkan melalui mikroorganisme seperti actinomycetes yang mampu 

menguraikan kulit udang untuk memproduksi metabolit sekunder salah satunya zat 

antibiotik (Yazid et al., 2017). 

 

2.8. Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder 

 

Ekstraksi adalah suatu teknik yang dilakukan dalam isolasi dan pemurnian 

komponen suatu senyawa.  Metode ekstraksi yang bervariasi telah digunakan untuk 

mengekstrak berbagai senyawa.  Secara umum ekstraksi dibagi menjadi dua, yakni 

tradisional dan modern.  Metode ekstraksi tradisional meliputi maserasi, maserasi 

dibantu dengan pengadukan, partisi (ekstraksi dengan corong pisah) dan ekstraksi 

Soxhlet.  Sementara metode ekstraksi modern, meliputi teknik baru dengan 

ultrasound, ekstraksi dengan gelombang mikro, ekstraksi cairan sub dan 

superkritis, dan ekstraksi pelarut yang dipercepat (Khoddami et al., 2013).  Setiap 

metode memiliki kelebihan dan kekurangan, tetapi tujuan utamanya adalah 

pencapaian ekstraksi dari senyawa yang diinginkan (ekstrak) dan menghindari 

modifikasi kimianya.  Efisiensi ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti 

jenis dan konsentrasi pelarut, rasio padat-pelarut, waktu, suhu, pH, dan lain-lain 

(Ćujić et al., 2016). 

 

Maserasi termasuk metode konvensional yang sering digunakan dalam ekstraksi 

senyawa bioaktif dan diketahui masih diterapkan hingga saat ini seperti pada 

penelitian yang dilakukan oleh (Popovici et al., 2022).  Maserasi merupakan teknik 

sederhana dengan cara merendam sampel dengan pelarut organik dengan waktu 

tertentu.  Cairan pengekstraksi akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam 
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rongga sel yang berisi zat aktif sehingga zat aktif tersebut akan larut.  Kelebihan 

metode maserasi dibandingkan yang lainnya antara lain lebih mudah, simpel, tidak 

membutuhkan biaya yang mahal, dan tidak membutuhkan perlakuan khusus 

(Galanakis, 2013).  Pelarut yang biasa digunakan dalam ekstraksi maserasi ialah 

metanol, etanol, butanol, etil asetat, n-heksana, dan sebagainya (Ndip et al., 2020; 

Nurcahyo et al., 2022). 

 

2.9. Resistensi Antibiotik 

 

Resistensi antibiotik adalah keadaan ketika suatu obat kehilangan kemampuannya 

untuk menghambat pertumbuhan bakteri secara efektif.  Bakteri menjadi resisten 

dan terus berkembang biak dengan adanya tingkat terapi antibiotik (Ramdhani et 

al., 2021).  Pada tahun 2017, WHO menerbitkan daftar bakteri yang membutuhkan 

antibiotik baru untuk mengatasinya secara mendesak dan mengelompokkannya 

berdasarkan prioritasnya sebagai kritis, tinggi, dan sedang pada Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. Daftar patogen prioritas menurut WHO (Jubeh et al., 2020). 

Data patogen yang resisten 
antibiotik menurut WHO

Prioritas 1 : 
Kritis

Gram 
positif

Tidak 
ada

Gram 
negatif

Acetobacter 
baumannii, 
carbapenem 

resisten

Pseudomonas 
aureginosa, 
carbapenem 

resisten

Enterobacteriaceae, 
carbapenem 

resisten, generasi 
ketiga, 

cephalosporin 
resisten

Prioritas 2 : 
Tinggi

Gram 
positif

Enterococcus 
faecium, 

vancomycin 
resisten

Staphylococcu
s aureus, 

methicillin 
resisten, 

vancomycin 
intermediet 
dan resisten

Gram 
negatif

Helicobacter 
pylori, 

clarithromycin 
resisten

Campylobacter, 
fluoroquinolon 

resisten

Salmonella spp, 
fluoroquinolon 

resisten

Neisseria gonorrhoeae, 
generasi ketiga 

cephalosporin resisten, 
fluoroquinolon resisten

Prioritas 3 : 
Sedang

Gram 
positif

Streptococcus 
pneumoniae, 
penisilin  non 

susceptible

Gram 
negatif

Haemophilus 
influenzae, 
ampicillin 
resisten

Shigella spp, 
fluoroquinolon 

resisten
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2.10. Chloramphenicol 

 

Chloramphenicol adalah jenis antibiotik spektrum luas yang awalnya berasal dari 

Streptomyces venezuelae, tetapi juga telah diproduksi secara sintetis.  Pada tahun 

1940an dikenalkan ke dalam praktik klinis untuk pengobatan infeksi yang 

disebabkan oleh organisme gram-positif dan gram-negatif.  Chloramphenicol 

bersifat bakteriostatik, tetapi dapat menimbulkan aktivitas bakterisidal pada 

konsentrasi yang lebih tinggi, ia berdifusi melalui dinding sel bakteri dan berikatan 

dengan sub-unit ribosom bakteri.  Pengikatan tersebut mengganggu aktivitas 

peptidil transferase dan mencegah transfer asam amino ke rantai peptida yang 

sedang tumbuh dan menghambat pembentukan ikatan peptida yang mengakibatkan 

terhambatnya sintesis protein bakteri (Svetlov et al., 2019).  

 

2.11. Bakteri Staphylococcus aureus 

 

S. aureus merupakan salah satu bakteri patogen utama yang dapat menyebabkan 

banyak penyakit menular baik di rumah sakit maupun lingkungan masyarakat.  

Bakteri S. aureus termasuk dalam kelompok ESKAPE (Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa, dan Enterobacter), kelompok bakteri terpenting yang 

terlibat dalam infeksi yang ditandai dengan resistensi multidrug (De Oliveira et al., 

2020).  S. aureus menempati posisi khusus di antara spesies yang lain karena 

virulensinya yang relatif tinggi dan plastisitas yang tinggi sehingga 

memungkinkannya beradaptasi dengan berbagai kondisi lingkungan. Strain S. 

aureus telah mengembangkan mekanisme resistensi terhadap hampir semua obat 

antimikroba yang digunakan dalam pengobatan, seperti resistensi terhadap obat 

yang paling umum digunakan dalam pengobatan infeksi Gram-positif, yaitu beta-

laktam, glikopeptida, dan oksazolidinon (Mlynarczyk et al., 2022). 

 

Bakteri ini merupakan jenis bakteri Gram-positif, memiliki diameter 0,8μm, 

tersusun dalam “untaian anggur” di bawah mikroskop, bersifat aerobik atau 

anaerobik, tumbuh optimal pada suhu 37oC, dan pada pH 7.4 (Gardete & Tomasz, 

2014).  Bakteri S. aureus tidak membentuk spora, nonmotil, dan katalase positif.  
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Bakteri tersebut berkembang biak (dengan pembelahan biner) dengan cepat pada 

suhu kamar menghasilkan racun yang menyebabkan beberapa penyakit ketika 

memasuki tubuh.  Bakteri ini tidak membentuk spora atau flagela, tetapi memiliki 

kapsul, dapat menghasilkan pigmen kuning keemasan, dan menguraikan mannitol 

(González-Pérez et al., 2019; Sato et al., 2019). 

  

2.12. Pengujian Antibakteri 

 

Pengujian antibakteri merupakan tindakan untuk mengetahui kemampuan atau 

potensi dari suatu senyawa dalam memberikan efek untuk menghambat atau 

membunuh pertumbuhan bakteri.  Metode yang dapat digunakan untuk menguji 

bioaktivitas antibakteri suatu senyawa salah satunya adalah metode pengenceran 

mikro (microdilution method) yang telah terstandardisasi oleh Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI).  Metode pengenceran mikro merupakan 

metode kuantitatif yang digunakan untuk menentukan nilai Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) yang merupakan indikator penting dalam mengetahui potensi 

agen antimikroba dalam konsentrasi (μg/mL) di mana pertumbuhan bakteri dicegah 

di bawah kondisi pertumbuhan yang ditentukan.  Metode mikrodilusi memiliki 

beberapa keunggulan dibandingkan metode lainnya, yakni tingkat akurasi yang 

tinggi, mudah dilakukan, cepat, dan hasil visualisasi yang lebih baik. Penentuan 

titik akhir pengujian menggunakan reagen pewarna resazurin.  Resazurin berubah 

menjadi merah muda ketika direduksi oleh sel-sel organisme seperti bakteri.  

Perubahan warna resazurin dari ungu menjadi merah muda dicatat sebagai hasil 

negative, sedangkan warna biru atau ungu menunjukkan penghambatan 

pertumbuhan bakteri dianggap sebagai hasil positif (Elshikh et al., 2016).  Sel 

bakteri aktif mereduksi resazurin non-fluoresen (biru) menjadi resorufin fluoresen 

(merah muda), dapat dilihat pada Gambar 5. 

O

N

Na
+
O

-
O

Sel bakteri hidup

O

N

Na
+
O

-
O

Biru Ungu Merah MudaResorufin-Resazurin-

O

 

Gambar 5. Reduksi resazurin menjadi resorufin (Elshikh et al., 2016). 



15 

 

 
 

2.13. Metode Pemisahan dan Pemurnian Kromatografi 

 

Kromatografi adalah metode pemisahan suatu komponen senyawa dari 

campurannya.  Prinsip kromatografi didasarkan pada partisi diferensial antara fase 

diam (padatan atau cairan yang didukung pada padatan) dan fase gerak (cair atau 

gas).  Fase diam yang digunakan dari lapisan tipis adsorben, seperti silika gel, 

alumina, atau selulosa pada substrat inert. 

 

2.14.1. Kromatografi Lapis Tipis 

 

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu metode yang paling berguna untuk 

mengikuti kemajuan reaksi kimia organik dan untuk menguji kemurnian senyawa 

organik dalam fitokimia dan bioteknologi.  Kelebihan metode ini ialah mudah 

dalam preparasi sampel, sederhana, biaya relatif murah, volume pelarut yang 

digunakan sedikit, selektif dan sensitif, serta kromatogramnya dapat diamati secara 

visual sehingga metode ini masih banyak digunakan dalam penelitian (Saldan et al., 

2020; Setiawan et al., 2022).  Metode ini juga memanfaatkan perbedaan afinitas 

analit dengan fase gerak dan fase diam untuk mencapai pemisahan campuran 

kompleks molekul organik.  Pelat KLT berupa lembaran kaca, logam atau plastik 

yang dilapisi dengan lapisan tipis adsorben padat.  Sejumlah kecil campuran yang 

akan dianalisis ditotolkan di bagian bawah pelat dan pelat KLT ditempatkan pada 

wadah pelarut yang dalam sehingga hanya bagian paling bawah pelat yang 

berkontak langsung dengan eluen saat dielusi.  Pelarut bermigrasi ke atas pelat 

(perkembangan menaik) dan komponen sampel dipisahkan.  Pelat KLT dikeluarkan 

dari bilik dan pelarut dibiarkan menguap, spot noda yang terpisah dapat dideteksi 

dengan memvisualisasikan di bawah sinar UV 254 nm, 366 nm, maupun sinar 

fluoresens dengan menggunakan autoradiografi dan pengukuran radiasi dari 

senyawa berlabel radioaktif.  Cara lain dapat dilakukan melalui pencampuran 

dengan beberapa reagen, misalnya reagen serium (IV) sulfat untuk mendeteksi 

senyawa organik secara umum, dan reagen Dragendorff untuk mendeteksi adanya 

gugus N tersier (nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen koordinat 

dengan K+) (Astuti et al., 2021; Setiawan et al., 2022; Susilo & Suciati, 2016). 
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Perilaku senyawa dicirikan oleh kuantitas yang dikenal sebagai retention factor 

(Rf) dan dinyatakan dalam bentuk bilangan desimal.  Rf dihitung dengan membagi 

jarak tempuh senyawa dari posisi semula dengan jarak tempuh pelarut dari posisi 

semula.  Adsorben yang berbeda akan memberikan nilai yang berbeda untuk pelarut 

yang sama.  Pengukuran nilai Rf berguna untuk membantu dalam mengidentifikasi 

senyawa yang ada pada sampel.  Selain itu nilai Rf tidak selalu konstan untuk zat 

terlarut, adsorben, atau pelarut tertentu, namun bergantung pada banyak faktor, 

seperti kualitas fase diam, ketebalan lapisan, kelembapan, jarak pengembangan, dan 

suhu.  Perhitungan nilai Rf dapat ditentukan sebagai berikut:    

 

Rf = Jarak yang digerakkan oleh komponen 

  Jarak yang digerakkan oleh pelarut 

 

 

 

2.14.2. Kromatografi Kolom 

 

Kromatografi kolom merupakan metode yang dapat digunakan untuk memisahkan 

senyawa dalam campuran.  Fraksinasi zat terlarut terjadi akibat dari migrasi 

diferensial melalui tabung tertutup fase diam, dan analit dapat dipantau saat 

pemisahan sedang berlangsung.  Fase gerak dalam kromatografi kolom adalah 

cairan, sedangkan fase diam dapat berupa padat atau cair yang didukung oleh 

padatan inert.  Persiapan kromatografi kolom diawali dengan menyiapkan fase 

diam, seperti silika gel, resin berbasis dekstran (Sephadex LH-20), atau kolom C18 

(oktadesil silika). Fase diam harus dihidrasi terlebih dahulu dalam fase gerak.  Fase 

diam yang disiapkan kemudian dikemas ke dalam kolom (biasanya terbuat dari 

kaca), panjang dan diameternya ditentukan oleh jumlah sampel yang akan dimuat, 

mode pemisahan yang akan digunakan, dan tingkat resolusi yang diperlukan.  

Peningkatan resolusi biasanya menyesuaikan ukuran kolom yang lebih panjang dan 

lebih sempit.  Kolom adsorpsi dapat berupa pengepakan kering atau basah. Teknik 

yang paling umum untuk pengepakan basah melibatkan pembuatan bubur adsorben 

dengan pelarut dan menuangkannya ke dalam kolom.  Saat adsorben mengendap, 

kelebihan pelarut dikeringkan dan bubur tambahan ditambahkan.  Jika pelarut 

pengemas berbeda dari pelarut elusi awal, kolom harus dicuci secara menyeluruh 

(diseimbangkan) dengan fase gerak awal.  Fase gerak dapat menggunakan metanol, 
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etil asetat, sikloheksana, asetonitril, kloroform, atau yang lainnya menyesuaikan 

sifat kepolaran senyawa yang akan dipisahkan (Zhang et al., 2018).  

 

2.14. Karakterisasi Senyawa 

 

Karakterisasi senyawa bertujuan untuk melihat komponen struktur secara 

mendalam dari senyawa yang terkandung di dalam ekstrak.  Adapun instrumen 

karakterisasi yang akan digunakan pada penelitian ini, yaitu Liquid 

Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dan Fourier Transform Infra 

Red Spectrometry (FT-IR). 

 

2.15.1. Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 

 

Spektrometri massa merupakan metode analisis untuk mengidentifikasi senyawa 

yang tidak diketahui, senyawa yang diketahui, dan untuk menjelaskan strukturnya.  

Spektrometri massa kromatografi cair (LC-MS/MS) adalah teknik analisis yang 

sangat sensitif dan spesifik yang dapat secara tepat menentukan identitas dan 

konsentrasi suatu senyawa di dalam sampel, namun pemisahan metabolit 

bergantung pada kolom kromatografi yang digunakan, deteksi dibatasi oleh 

kemampuan ionisasi analit, dan elusidasi molekuler memiliki beberapa batasan 

yang melekat, seperti resolusi isomer (Farag et al., 2012; Raletsena et al., 2022).  

Prinsip dasar spektrometri massa dengan menghasilkan ion dari senyawa anorganik 

atau organik dengan metode yang sesuai, untuk memisahkan ion-ion dengan rasio 

massa-muatannya (m/z) dan mendeteksinya secara kualitatif dan kuantitatif serta 

kelimpahannya.  Analit dapat terionisasi secara termal oleh medan listrik atau 

dengan menumbuk elektron, ion, atau foton yang energetik. 

 

Spektrum massa adalah representasi dua dimensi berdasarkan dari intensitas sinyal 

(ordinat) dan m/z (absis).  Intensitas puncak (sinyal) secara langsung mencerminkan 

kelimpahan spesies ionik dari rasio m/z masing-masing yang telah dibuat dari analit 

dalam sumber ion. Kombinasi spektrometri massa dengan kromatografi cair 

digunakan untuk menganalisis kompleks metabolit.  LC-MS/MS menggunakan 

electrospray ionization (ESI) mampu mendeteksi senyawa non volatil, polar, dan 

labil secara termal serta menyediakan sarana untuk mendeteksi menu obat dan 
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metabolit yang luas tanpa perlu persiapan sampel yang panjang.  Spektrometer 

massa yang paling umum digunakan untuk analisis komponen senyawa obat yaitu 

Quadrupole Time of Flight (Q-TOF). Ada dua mode akuisisi data utama. Akuisisi 

independen data dapat diperoleh dengan cepat, tetapi beberapa ion molekuler dan 

ion fragmen dengan waktu retensi yang sama dapat mengganggu satu sama lain. 

Akuisisi yang bergantung pada data dapat digunakan untuk mendeteksi ion secara 

selektif tanpa interferensi, tetapi saluran akuisisinya biasanya terbatas. Kombinasi 

dari dua mode akuisisi di atas merupakan metode yang dioptimalkan untuk akuisisi 

data (Chen et al., 2021).   

 

2.15.2. Fourier Transform Infra Red Spectrophotometry (FT-IR) 

 

Fourier Transform Infra Red (FT-IR) adalah salah satu metode analisis yang paling 

penting dalam penentuan struktur senyawa.  Jenis analisis ini dapat digunakan 

untuk mengkarakterisasi sampel dalam bentuk cairan, larutan, pasta, bubuk, film, 

serat, dan gas.  Analisis ini juga memungkinkan untuk menganalisis material pada 

permukaan substrat.  Dibandingkan dengan jenis karakterisasi lainnya, FT-IR 

sangat populer.  Karakterisasi ini cukup cepat, akurat, dan relatif sensitif.  Spektrum 

IR mencakup tiga daerah bilangan gelombang di antaranya spektrum inframerah 

jauh (<400cm-1), inframerah tengah (400-4000 cm-1), dan inframerah dekat (4000-

13000 cm-1).  Spektrum inframerah-tengah paling sering digunakan dalam analisis 

sampel, tetapi spektrum inframerah-jauh dan inframerah-dekat juga membantu 

memberikan informasi tentang sampel yang dianalisis (Nandiyanto et al., 2019).  

 

Gugus metil C-H stretching alkana asimetris dan simetris diketahui mengalami 

getaran atau vibrasi pada bilangan gelombang sekitar 2970-2950 dan 2880-2860 

cm-1.  Hal ini mengindikasikan suatu senyawa memiliki ikatan C rantai panjang bila 

grafik menunjukkan serapan yang sangat kuat.  Cara tersebut mengindikasikan dua 

buah ikatan C-H saling memanjang tidak bersamaan, sehingga mempunyai momen 

dipol listrik dan aktif dalam spektrum inframerah.  Hal yang mendukung 

kesimpulan- tersebut, dapat ditinjau penyerapan yang disebabkan oleh gugus alkil. 

Adanya gugus alkil dapat dilihat dengan munculnya pita karakteristik C-H bending 

pada daerah bilangan gelombang 1500–1300 cm-1.  Gugus hidroksil, ikatan H pada 
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OH stretching berada pada bilangan gelombang 3570-3200 cm-1.  Alkil tersubtitusi 

eter yakni ikatan C-O stretching berada pada bilangan gelombang 1150-1050 cm-1.  

Gugus amino tersier pada siklik aromatik dan alifatik memungkinkan tervibrasi 

pada bilangan gelombang 1360-1310 cm-1 dan 1210-1150 cm-1.  Gugus karbonil 

C=O berada pada bilangan gelombang 2100-1300 cm-1.  Bentuk suatu struktur 

senyawa menjadi penentu terjadinya interaksi infra merah dengan molekul-

molekulnya.  Molekul tiap-tiap gugus akan mempunyai vibrasi yang berbeda-beda 

apabila vibrasi gugus molekul sesuai dengan frekuensi radiasi IR, maka akan terjadi 

interaksi medan listrik yang menyebabkan perubahan-perubahan vibrasi yang 

menandakan terjadinya absorbsi radiasi sinar IR oleh gugus molekul.  Perubahan 

energi vibrasi molekul pasti akan diikuti perubahan amplitudo vibrasi molekul yang 

dikenal sebagai sinyal radiasi IR (Nandiyanto et al., 2019).



   

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilakukan sejak bulan Maret hingga Agustus 2022 di Unit 

Pelaksana Teknis-Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-

LTSIT), Universitas Lampung.   

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini, yaitu alat pelindung diri (jas 

laboratorium; sarung tangan; dan masker), gelas piala, erlenmeyer, tabung reaksi, 

pipet tetes, gelas ukur, kaca preparat, coverslip, cawan petri, blender, botol semprot, 

kapas, kasa, botol chamber, plastik wrap, plastik tahan panas, tisu, pinset, jarum 

ose, labu evap, bunsen, korek api, keranjang, magnetic stirer, spin bar, batang 

pengaduk, spatula, mikropipet 100 μL dan 1000 μL, tip mikropipet, wadah tip, 

spidol, lidi, autoclave Tomy SX-700, lampu UV λ 254 nm, rotary evaporator 

Buchii/R210, lampu UV Kohler/SN402006, sentrifugator, neraca analitik Wigen 

Houser, laminar air flow ESCO/AVC4A1, inkubator Memmert- Germany/INC-02, 

hospitex diagnostics, mikroskop Axio Zeiss A1, dan drying oven Jisico. 

 

Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian, yaitu limbah kulit udang, 

koloid kitin, agar-agar plain, sampel sedimen mangrove, larutan NaOH 3,5%, 

larutan HCl 1,25 N, air laut buatan (27 g NaCl, 5.6 g MgCl2.6H2O, 1.5 g 

CaCl2.2H2O, 1 g KNO3, 0.07 g K2HPO4, 6.6 g MgSO4.7H2O, dan 0.04 g NaHCO3), 

akuades, metanol, metanol pro analysis, etil asetat, n-heksana, kloroform, eter, 

silika gel, alkohol 70%, Tryptic Soy Broth, resazurin 0,02%, pereaksi serium (IV) 

sulfat, pereaksi Dragendorff, ciprofloxacin dan chloramphenicol.
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3.3. Prosedur Penelitian 

 

3.3.1. Sampling Material 

 

Sampel sedimen mangrove diambil secara acak pada 3 titik di kawasan hutan 

mangrove Sriminosari, Lampung Timur.  Penentuan titik koordinat menggunakan 

Global Positioning System (GPS) berbasis android.  Pengambilan sampel sedimen 

mangrove menggunakan teknik purposive samping, yakni diambil dengan sendok 

steril pada kedalaman 10 cm dan dimasukkan ke dalam plastik klip dan diberi label.  

Sampel disimpan di dalam cool box suhu 4ºC (Li et al., 2009). 

 

3.3.2. Isolasi Actinomycetes Sedimen Mangrove  

 

Sampel sedimen mangrove sebanyak 1 g dimasukkan ke dalam tabung reaksi berisi 

9 mL air laut buatan steril (10-1) dan dipipet sebanyak 1 mL sebagai pengenceran 

bertingkat hingga 10-5 (Lailatussyifa et al., 2020).  Sebanyak 100 μL dari 

pengenceran 10-2-10-4 ditebarkan pada cawan petri yang diberisi media koloid kitin 

agar (1% koloid kitin dan 2% agar dalam air laut buatan steril) yang ditambahkan 

ciprofloxacin 50 μg/mL dan diinkubasi pada suhu ruang selama 14 hari.  Isolat yang 

telah tumbuh kemudian diamati secara makroskopis dan dipisahkan hingga 

mendapatkan isolat tunggal (Setiawan et al., 2022). 

 

3.3.3. Identifikasi Mikroskopis Actinomycetes Sedimen Mangrove 

 

Isolat tunggal yang didapat diidentifikasi secara mikroskopis menggunakan metode 

coverslip slide culture merujuk dari Setiawan et al. (2021) dengan beberapa 

modifikasi.  Coverslip ukuran 22x22 mm dimasukkan pada sudut 45° ditengah 

media koloid kitin agar, koloni mikroba digoreskan berdekatan dengan coverslip 

dan diinkubasi selama 4 hingga 7 hari. Coverslip diambil secara perlahan 

menggunakan pinset steril dan diletakkan pada kaca objek yang bersih, kemudian 

diamati di bawah mikroskop Axio Zeiss A1 dengan perbesaran 400x. 
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3.3.4. Skrining Aktivitas Antibakteri Terhadap S. aureus 

 

Isolat actinomycetes yang telah diidentifikasi secara makro dan mikro, selanjutnya 

dilakukan preparasi untuk skrining aktivitas antibakteri terhadap S. aureus.  Seluruh 

isolat dikultivasi terlebih dahulu untuk mendapatkan ekstrak kasar (crude) 

menggunakan metode solid state fermentation yang merujuk metode dari Setiawan 

et al. (2021).  Isolat actinomycetes ditumbuhkan pada media inokulum cair yang 

mengandung koloid kitin 1% dalam air laut buatan steril sebanyak 20 mL dan 

diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari.  Inokulum actinomycetes yang telah 

tumbuh dipindahkan ke dalam erlenmeyer 500 mL yang berisi 50 g kulit udang 

steril dan kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 14 hari.  Biomassa 

actinomycetes dimaserasi menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc) selama 1 hari.  

Filtrat disaring dan dipekatkan menggunakan vacum rotary evaporator.  Ekstrak 

kasar dari masing-masing isolat ditimbang bobotnya.  Sampel sebanyak 2 mg/mL 

dibuat sebagai larutan stok pada skrining aktivitas antibakteri terhadap S. aureus. 

 

Isolat bakteri S. aureus merupakan deposit yang tersedia di UPT-LTSIT Universitas 

Lampung yang berasal dari Rumah Sakit Abdul Muluk, Bandar Lampung.  Bakteri 

yang digunakan terbukti resisten terhadap beberapa antibiotik, seperti clindamycin, 

ciprofloxacin, erythromycin, lincomycin, dan amoxicillin (Lutfiah et al., 2021).  

Skrining antibakteri mengacu pada Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) menggunakan microtiter plate 96-wells.  Suspensi bakteri dibuat dengan 

menumbuhkan biakan bakteri ke dalam vial berisi 5 mL Tryptic Soy Broth (TSB) 

yang disesuaikan dengan kekeruhan standar 0,5 McFarland (OD630 = 0,08-0,1) dan 

diencerkan 1:100 (106 CFU/mL).  Ekstrak kasar (crude) sampel dibuat dengan 

konsentrasi stok 2 mg/mL, Chloramphenicol 2 mg/mL digunakan sebagai kontrol 

positif, MeOH 12,5% digunakan sebagai kontrol negatif, media TSB digunakan 

sebagai kontrol pertumbuhan (blanko), dan sumur media tanpa suspensi bakteri 

sebagai kontrol steril.  Setiap sumur diisi dengan 145 μL media TSB, 50 μL ekstrak 

sampel, dan 25 μL suspensi bakteri.  Microtiter plate diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 18 jam dan setelah diinkubasi diukur absorbansinya menggunakan 

Hospitex.  Penambahan resazurin 0,02% sebanyak 30 μL dan diinkubasi selama 2 

hingga 4 jam untuk diamati perubahan warnanya (Elshikh et al., 2016). 
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3.3.5. Pemisahan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Ekstrak kasar (crude) seluruh isolat actinomycetes yang telah diskrining, 

selanjutnya dilakukan pemisahan komponen senyawa melalui kromatografi lapis 

tipis menggunakan pelat silika gel F254.  Ekstrak kasar (crude) ditotolkan sedikit 

pada pelat dan dielusi dalam kondisi jenuh menggunakan beberapa eluen dan 

dengan berbagai perbandingan, seperti etil asetat 100%, n-heksana 100%, dan n-

Heksana: etil asetat (7:3).  Pelat divisualisasi dibawah sinar UV 254 nm dan 

kemudian direaksikan dengan beberapa reagen, di antaranya serium (IV) sulfat dan 

reagen spesifik Dragendorff (larutan 1: 1,7 g bismut nitrat dengan 80 mL akuades 

dan 20 mL asam asetat glasial; larutan 2: larutan KI (50% b/v, 100 mL) dengan 

asam asetat glasial) (Setiawan et al., 2022). 

 

3.3.6. Kultivasi dan Ekstraksi (Scale Up) 
 

Isolat yang telah diketahui memiliki aktivitas antibakteri paling besar (isolat 

unggul) dapat dilakukan kultivasi dalam skala besar.  Metode kultivasi merujuk dari 

Setiawan et al. (2021) dengan beberapa modifikasi.  Isolat actinomycetes 

ditumbuhkan media inokulum cair yang masing-masing mengandung koloid kitin 

1% dalam air laut buatan steril sebanyak 50 mL dan diinkubasi pada suhu ruang 

selama 7 hari.  Inokulum actinomycetes yang telah berumur 7 hari dipindahkan ke 

dalam botol gelap berukuran 2,5 L yang berisi 200 g substrat kulit udang yang telah 

steril dan dibuat sebanyak 5 kali pengulangan, kemudian diinkubasi pada suhu 

ruang selama 14 hari.  Biomassa actinomycetes yang telah tumbuh pasca inkubasi 

14 hari dimaserasi menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc) selama 1 hari.  Filtrat 

disaring dan dipekatkan menggunakan vacum rotary evaporator.  Ekstrak kasar 

(crude) dari isolat unggul yang telah pekat kemudian ditimbang bobotnya. 

 

3.3.7. Fraksinasi Kromatografi Kolom 
 

Ekstrak kasar (crude) isolat unggul yang telah didapatkan dari hasil kultivasi skala 

besar dilakukan pemisahan komponen senyawanya dengan kromatografi lapis tipis 

(KLT) menggunakan beberapa jenis dan perbandingan eluen untuk menentukan 

jenis pelarut dan rasio yang sesuai pada fraksinasi kromatografi kolom.  Fraksinasi 

melalui kromatografi kolom terbuka menggunakan silika gel (SiO2) sebagai fase 
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diam yang dihidrasi menggunakan pelarut n-heksana.  Elusi diawali dengan pelarut 

n-heksana 100%, n-heksana: etil asetat (9:1), n-Heksana: etil asetat (7:3), dan 

diakhiri dengan metanol.  Hasil fraksinasi kemudian di KLT menggunakan eluen 

yang sesuai.  Fraksi yang memiliki nilai Rf yang sama dapat digabungkan. 

Selanjutnya dari masing-masing fraksi tersebut diuji aktivitas antibakterinya 

terhadap S. aureus untuk mengetahui fraksi yang aktif.  Fraksi dengan aktivitas 

tertinggi dimurnikan hingga muncul satu spot pada KLT yang dielusi menggunakan 

beberapa variasi eluen.  Senyawa murni yang telah diperoleh dapat dilanjutkan ke 

tahap karakterisasi senyawa (Sudding et al., 2021). 

 

3.3.8. Karakterisasi Senyawa 

 

Sampel yang diperkirakan sudah murni dengan ditandai munculnya satu spot pada 

KLT (tidak berekor), selanjutnya dapat dikarakterisasi menggunakan instrumen 

Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS/MS) UPLC/Xevo G2-S Qtof 

di Badan Reserse Kriminal Polri Pusat Laboratorium Forensik Bogor dan Fourier 

Transform Infra Red Spectrometer (FT-IR) Cary 360 di UPT-LTSIT Universitas 

Lampung. 

  



   

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan 

 

Adapun simpulan dari penelitian yang telah dilakukan adalah sebagai berikut: 

 

1. Telah didapatkan 7 isolat actinomycetes dari sedimen mangrove Sriminosari, 

Lampung Timur yang terindikasi secara mikroskopis termasuk ke dalam genus 

Streptomyces dan Planomonospora. 

2. Hasil skrining antibakteri melalui microdilution menunjukkan ekstrak kasar 

(crude) isolat ISM 7 dan sampel ISM7K1F3 memiliki daya hambat paling besar 

terhadap S. aureus pada konsentrasi 454 μg/mL. 

3. Hasil karakterisasi LC-MS/MS sampel ISM7K1F3 menunjukkan bahwa pada 

waktu retensi 17,38 menit dengan base peak 401.3414 m/z memiliki perkiraan 

formula molekul C22H45N2O4 yang terindikasi senyawa golongan alkaloid 

dengan kerangka dasar morfolin, sedangkan hasil karakterisasi FT-IR 

menunjukkan adanya gugus C-O (1051,1 cm-1), gugus C-N (1371,7 cm-1), gugus 

C-H bending alkana (1461,1 cm-1), gugus C=O (1714,6 cm-1), gugus C-H 

stretching alkana (2862,6 cm-1 dan 2929,7 cm-1), dan gugus O-H (3414,2 cm-1). 

 

5.2. Saran 

 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dilanjutkan ke tahap pemurnian senyawa 

alkaloid, karakterisasi sampel ISM7K1F3 menggunakan instrumen NMR, serta 

analisis filogenetik isolat strain ISM 7.
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