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Oleh 
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Demam berdarah (DBD) adalah salah satu penyakit tropis yang ditularkan oleh 

nyamuk Aedes aegypti. Demam berdarah telah menjadi masalah internasional 

terutama dalam kesehatan masyarakat beberapa dekade terakhir.  Salah satu upaya 

penanggulangan penyakit DBD yang efektif yaitu dengan pengendalian vektor 

penyebab DBD. Cara penanggulangan yang dapat digunakan yaitu dengan 

penggunaan biolarvasida dari senyawa bioaktif yang berasal dari mikroorganisme 

endofit yang berasosiasi dengan mangrove Avicennia officinalis.  Penelitian ini 

bertujuan untuk mengisolasi senyawa bioaktif dari mikroorganisme endofit 

mangrove Avicennia officinalis sebagai biolarvasida.  Isolasi mikroorganisme 

endofit menghasilkan 9 isolat yang terdiri dari 2 isolat dari akar, 4 isolat dari batang, 

dan 3 isolat dari daun.  Uji bioaktivitas dengan larva nyamuk Aedes aegypti 

menunjukkan bahwa ekstrak kasar dari isolat dengan kode 21PNA-1 menunjukkan 

aktivitas tertinggi dengan rata-rata jumlah kematian larva pada 72 jam yaitu 8,48.  

Nilai LC50 yang didapatkan dari hasil uji ekstrak kasar isolat 21PNA-1 yaitu 64,6 

ppm. Hasil karakterisasi fraksi 9-11 dengan LC-MS/MS diprediksi sebagai 

senyawa yang aktif sebagai biolarvasida yaitu senyawa golongan asetamida dengan 

m/z 343.2944 dan 371.3284.  Konfirmasi gugus dengan FTIR menunjukkan bahwa 

adanya gugus NH pada serapan bilangan gelombang 3428 cm-1, serapan pada 

bilangan gelombang 2934 cm-1 menunjukkan adanya ikatan C-H alifatik, serapan 

pada bilangan gelombang 1244 cm-1 menunjukkan adanya ikatan C-N, serapan pada 

bilangan gelombang 1713 cm-1 menunjukkan adanya gugus C=O, dan serapan pada 

bilangan gelombang 1466 cm-1 menunjukkan adanya C-H aromatik. 
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ABSTRACT 

 

 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS 

FROM ENDOPHITE MICROORGANISM ASSOCIATED WITH 

MANGROVE Avicennia officinalis AND BIOACTIVITY TESTS ON Aedes 

aegypti MOSQUITO LARVAE 

 

 

 

By 

 

Nia Kurniasih 

 

 

 

Dengue fever (DHF) is a tropical disease that is transmitted by the Aedes aegypti 

mosquito. Dengue fever has become an international problem especially in public 

health in the last few decades. One of the effective efforts to control DHF is by 

controlling the vector that causes DHF. The countermeasure that can be used is the 

use of biolarvicides from bioactive compounds derived from endophytic 

microorganisms associated with the mangrove Avicennia officinalis. This study 

aims to isolate bioactive compounds from the mangrove endophytic microorganism 

Avicennia officinalis as biolarvicides. Isolation of endophytic microorganisms 

produced 9 isolates consisting of 2 isolates from roots, 4 isolates from stems, and 3 

isolates from leaves. The bioactivity test with Aedes aegypti mosquito larvae 

showed that the crude extract of the isolate with code 21PNA-1 showed the highest 

activity with an average number of larvae deaths at 72 hours, namely 8.48. The 

LC50 value obtained from the crude extract test results of isolate 21PNA-1 was 

64.6 ppm. The results of the characterization of fractions 9-11 with LC-MS/MS 

predicted that the active compounds as biolarvicides were acetamide group 

compounds with m/z 343.2944 and 371.3284. Group confirmation with FTIR 

showed that the presence of NH groups in the absorption wave number 3428 cm-1, 

absorption in wave number 2934 cm-1 indicated the presence of aliphatic C-H 

bonds, absorption in wave number 1244 cm-1 indicated the presence of C-N bonds, 

absorption in wave number 1713 cm-1 indicates the presence of a C=O group, and 

absorption at wave number 1466 cm-1 indicates the presence of aromatic C-H. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1. Latar belakang 

 

Demam berdarah adalah salah satu penyakit tropis paling umum yang menyerang 

manusia.  Demam berdarah telah menjadi masalah internasional terutama dalam 

kesehatan masyarakat beberapa dekade terakhir (Wang et al., 2020).  Demam 

Berdarah Dangue (DBD) disebabkan oleh infeksi virus dengue.  Virus ini dapat 

ditularkan oleh nyamuk Aedes aegypti (Ae. aegypti) betina, nyamuk dengan 

kecepatan berkembang biak cukup tinggi yang menyebabkan 390 juta orang 

terinfeksi setiap tahunnya (Kemenkes, 2018).  Organisasi Kesehatan Dunia  

(WHO) memperkirakan sekitar 2,5 - 3 miliar orang saat ini tinggal di zona yang 

ditularkan oleh demam berdarah (Wang et al., 2020).  Berdasarkan data WHO, 

Asia Pasifik memiliki persentase penyakit DBD di dunia antara tahun 2004 

sampai 2010 diangka 75 persen.  Indonesia merupakan salah satu negara terbesar 

di kawasan Asia Pasifik dengan jumlah penduduk sebesar 270,20 juta jiwa (BPS, 

2021).  Sementara itu, Indonesia sebagai negara ke-2 dengan kasus DBD terbesar 

diantara 30 negara wilayah endemis lainnya. 

 

Penyakit Demam Berdarah Dengue (DBD) merupakan salah satu masalah 

kesehatan masyarakat Indonesia yang jumlah penderitanya terus meningkat serta 

penyebarannya yang semakin luas.  Wabah periodik ini telah terjadi di Indonesia 

dengan jumlah yang terus meningkat kasus dan tingkat keparahannya (Karyanti 

dkk., 2014).  Pada tahun 2019 jumlah pasien DBD di Provinsi Lampung mencapai 

66,42/100.000 penduduk (Kemenkes, 2019). 
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Salah satu upaya penanggulangan penyakit DBD yang sudah dilakukan yaitu 

dengan pengendalian vektor penyebab DBD.  Pengendalian vektor nyamuk 

sampai saat ini dianggap cukup efektif dalam menanggulangi penyakit ini.  Salah 

satu cara penanggulangan yang banyak digunakan sampai saat ini yaitu dengan 

penggunaan insektisida untuk membunuh larva nyamuk.  Tetapi, penggunaan 

insektisida sintesis dapat menimbulkan berbagai efek buruk alergi seperti gatal-

gatal pada kulit, ensefalopati kulit, gangguan pernapasan serta berbahaya bagi 

lingkungan.  Penggunaan insektisida dalam jangka waktu lama juga dapat 

menimbulkan efek resistensi pada vektor (Adenan dkk., 2018).  Berdasarkan fakta 

tersebut, diperlukan metode alternatif untuk mengontrol pertumbuhan larva 

nyamuk yang mudah untuk didegradasi, tidak berbahaya bagi kesehatan manusia, 

dan juga ramah lingkungan.  Oleh karena itu, banyak peneliti yang mulai 

mengembangkan biolarvasida sebagai repelan untuk mengurangi efek buruk 

akibat pemakaian insektisida sintetis.  Biolarvasida memiliki kelebihan yaitu 

bersifat spesifik terhadap target, biodegradable, murah, mudah didapat, dan 

ramah lingkungan (Shinde et al., 2018). 

 

Biolarvasida dapat berasal dari hewan, tumbuhan, dan juga mikroorganisme yang 

berasal dari lingkungan.  Beberapa metabolit sekunder yang berasal dari 

mikroorganisme endofit memiliki aktivitas sebagai biolarvasida.  Senyawa 

metabolit yang diperoleh dari mikroorganisme endofit mangrove, digunakan 

dalam industri farmasi dan nutraceutical untuk menghasilkan antimikroba, 

antikanker, antioksidan, antidiabetes, dan agen terapeutik lainnya.  Selain itu, 

mikroorganisme endofit mangrove tertentu juga berkontribusi terhadap produksi 

bioinsektisida yang berguna dalam pengendalian hama serangga.  Biolarvasida 

menjadi salah satu metode terpenting dalam pengendalian nyamuk.  Pada 

penelitian sebelumnya menunjukkan adanya sifat larvasida yang diekspresikan 

Aspergillus sp terhadap spesies nyamuk (Thatoi et al., 2013).  Pada penelitian 

Baskar et al. (2020) menunjukkan bahwa Aspergillus tamarii menunjukkan efek 

larvasida yang tinggi terhadap nyamuk.  Sedangkan pada penelitian Bai et al. 

(2019) senyawa baru turunan xanthene yang diisolasi dari fungi endofit mangrove 

Penicillium sp. menunjukkan penghambatan aktivitas pertumbuhan terhadap larva 
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Helicoverpa armigera hubner yang baru menetas, dan larva Culex 

quinquefasciatus yang baru menetas. 

 

Data penelitian Sonawane et al. (2020) menunjukkan bahwa masih banyak 

mikroorganisme endofit yang belum dieksplorasi terutama yang berasal dari 

tanaman mangrove spesies Avicennia officinalis (A. officinalis).  Berdasarkan 

penelitian Bai et al. (2019) senyawa yang berhasil diisolasi dari mikroorganisme 

endofit mangrove memiliki potensi untuk dikembangkan sebagai biolarvasida, hal 

ini memberikan peluang besar untuk menemukan senyawa dan sumber daya baru 

dengan potensi sebagai biolarvasida terhadap larva nyamuk yang dapat digunakan 

sebagai pengendalian vektor penyebab penyakit DBD. 

 

 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

 

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengisolasi mikroorganisme endofit yang terdapat pada akar, batang, dan 

daun mangrove A. officinalis yang tumbuh di sekitar kawasan hutan 

mangrove Lampung. 

2. Mengisolasi dan melakukan uji senyawa bioaktif dari mikroorganisme endofit 

mangrove A. officinalis terhadap larva nyamuk Ae. aegypti. 

3. Melakukan uji efektivitas senyawa terhadap larva nyamuk Ae. aegypti. 

4. Melakukan karakterisasi senyawa bioaktif dari mikroorganisme endofit 

mangrove A. officinalis. 

 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi 

mikroorganisme endofit yang berasosiasi pada tumbuhan mangrove A. officinalis 

di Lampung sebagai sumber senyawa bioaktif dan aktivitas larvasida terhadap 

nyamuk Ae. aegypti. 



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1. Tinjauan Mangrove 

 

2.1.1. Ekosistem Mangrove 

 

Mangrove merupakan tumbuhan yang ditemukan di daerah pasang surut seperti 

pantai pada daerah tropis.  Tanaman ini terdiri dari beberapa genus yaitu 

Avicennia, Sonneratia, Rhizophora, Bruguiera, Ceriops, Lumnitzera, Excoecaria, 

Xylocarpus, Aegiceras, Scyphyphora dan Nypa.  Di Indonesia, keanekaragaman 

jenis mangrove yang tumbuh antar pulau sangat berbeda.  Jenis mangrove yang 

paling banyak ditemukan di Jawa dan Sumatera dibandingkan pulau-pulau lain, di 

mana 202 spesies mangrove dikenal, 166 di antaranya ditemukan di pulau Jawa, 

157 jenis di pulau Sumatera, 150 jenis di pulau Kalimantan, 142 jenis di Irian 

Jaya, 135 jenis di pulau Sulawesi, dan 120 jenis spesies di kepulauan Sunda Kecil 

(Giesen et al., 2007).  

 

Ekosistem mangrove (Gambar 1) mendominasi wilayah pesisir perairan tropis dan 

subtropik di seluruh dunia.  Ekosistem ini berkontribusi pada perlindungan 

ekosistem pantai, penyaringan air, penyediaan area untuk pembudidayaan ikan 

dan udang, penyediaan bahan bangunan, bahan obat, dan banyak fungsi lainnya.  

Pada saat ini, mangrove menjadi ekosistem yang paling terancam di seluruh dunia 

(Kuenzer et al., 2013). 
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Gambar 1. Ekosistem Mangrove (Sumber: dokumen pribadi). 

 

Lingkungan mangrove menurut Eldeen and Effendy (2013), memiliki nutrisi yang 

baik bagi pertumbuhan kelompok bakteri tertentu, termasuk bakteri endofit yang 

berasosiasi dengan tumbuhan-tumbuhan di daerah mangrove.  Interaksi endofit di 

bawah kondisi lingkungan mangrove dapat menyebabkan adaptasi khusus, 

termasuk menghasilkan metabolit-metabolit atau enzim-enzim yang penting bagi 

industri farmasi, pangan, dan industri berbasis bioteknologi lainnya.  Mangrove 

juga dilaporkan sebagai tanaman yang kaya akan sumber fungi.  Fungi endofit 

yang berasal dari ekologi mangrove merupakan kelompok terbesar kedua setelah 

fungi endofit dari laut (Sridhar, 2004).   

 

 

2.1.2. Siklus Hidup Mangrove 

 

Untuk bisa bertahan dan berkembanng pada kondisi alam yang tidak menentu, 

jenis mangrove sejati mempunyai cara yang khas yaitu mekanisme reproduksi 

dengan buah yang disebut vivipar.  Cara berkembang biak vivipar yaitu dengan 

menyiapkan bakal pohon (propagule) dari buah atau bijinya sebelum lepas dari 

pohon induk.  Mangrove dapat menghasilkan buah yang mengecambah atau 

mengeluarkan akar sewaktu masih tergantung pada ranting pohon dan berada jauh 

di atas permukaan air laut.  Biji mangrove mengeluarkan tunas berupa akar 

tunjang sebagai kecambah, sehingga pada waktu telah matang dan jatuh lepas dari 

tangkai telah siap untuk tumbuh.  Buah ini akan berkembang sampai tuntas, siap 

untuk dijatuhkan ke laut sehingga dapat tumbuh menjadi pohon baru.  Bakal 
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pohon yang jatuh dapat langsung menancap di tanah dan tumbuh atau terapung-

apung terbawa arus mencari tempat yang lebih dangkal.  Pada saat menemukan 

tempat yang dangkal posisi bakal pohon menjadi tegak vertikal, kemudian 

menumbuhkan akar-akar, cabang dan daun-daun pertamanya (Begen, 2004). 

Sikus hidup mangrove A. officinalis dapat dilihat pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Siklus hidup mangrove A. officinalis  

(Sumber: Grueters et al., 2019). 

 

 

2.1.3. Mangrove Avicennia officinalis 

 

Mangrove A. officinalis adalah spesies mangrove yang juga dikenal sebagai 

mangrove India (Prakashamani et al., 2019).  Mangrove A. officinalis memiliki 

ciri-ciri tinggi pohon dapat mencapai 15 meter, memiliki akar napas yang 

berbentuk seperti pensil, bunga berstruktur malai dengan mahkota berwarna 

kuning, buah berwarna hijau pucat kecokelatan atau kekuningan, daun tunggal 

berwarna hijau pada permukaan atas dan pada permukaan bawah lebih pucat, kulit 

kayu kelabu dengan permukaaan batang berwarna cokelat kemerahan (Sidik dkk., 

2018).  Bentuk dari akar, bunga, buah, daun, dan batang mangrove A. officinalis 

dapat dilihat pada Gambar 3. 
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   (a)         (b)      (c) 

   
        (d)   (e) 

Gambar 3. Bentuk (a) akar, (b) bunga, (c) buah, (d) daun, dan (e) batang 

(Sumber: Sidik dkk., 2018). 

 

A. officinalis merupakan tumbuhan mangrove yang penting dalam bidang 

pengobatan yang dapat digunakan dalam pengobatan tradisional untuk mengobati 

berbagai macam penyakit seperti rematik, kelumpuhan, asma, dispepsia, tumor 

dan penyakit lainnya.  Ekstrak daun dan kulit batang mangrove A. officinalis 

memiliki potensi sebagai antioksidan, antimikroba (Das et al., 2018), antifungi, 

antiinflamasi, antivirus, dan antikanker (Prakashamani et al., 2019). 

 

 

2.1.4. Klasifikasi Avicennia officinalis 

 

Klasifikasi mangrove A. officinalis menurut Prakashamani et al. (2019) adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi   : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida  

Ordo  : Lamiales 

Famili  : Acanthaceae 

Genus  : Avicennia 

Spesies  : Avicennia officinalis  
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2.2. Mikroba Endofit 

 

Endofit dapat berupa bakteri atau fungi atau aktinomisetes, yang menghabiskan 

seluruh atau sebagian dari siklus hidupnya di jaringan antar atau intraseluler di 

bagian tumbuhan yang berbeda (batang, tangkai daun, daun, dan akar) tanpa 

menyebabkan penyakit pada tanaman inangnya (Singh, 2019).  Komunitas endofit 

tidak hanya menguntungkan tanaman tetapi juga lingkungan.  Misalnya, endofit 

membantu tanamannya tumbuh sehat dengan memproduksi hormon pertumbuhan, 

mengikuti fitoremediasi, biodegradasi, dan siklus hara yang selanjutnya (Nair and 

Padmavathy, 2014). 

 

Endofit bertahan hidup dengan nutrisi yang dihasilkan tanaman dan sebagai 

gantinya, endofit menghasilkan metabolit fungsional untuk tanaman inangnya.  

Ada hubungan linier positif antara endofit dan tanaman inangnya dalam hal 

produksi senyawa bioaktif (Palanichamy et al., 2018).  Dengan demikian, 

organisme ini dapat berfungsi sebagai sumber agen antimikroba yang 

menghasilkan berbagai senyawa penting, termasuk agen antitumor, insektisida, 

vitamin, imunosupresan, modulator imun, dan produk alami lainnya (Thatoi et al., 

2013). 

 

Mangrove tumbuh di lingkungan dengan konsentrasi garam dan kelembaban yang 

tinggi, sering terkena air pasang surut dan kondisi berlumpur, secara fisiologis 

akan beradaptasi menghasilkan beragam metabolit sekunder bioaktif seperti 

alkaloid, benzopiranon, flavonoid, kuinon, terpenoid, tetralon, xanthon (Eldeen 

and Effendy, 2013). 

 

 

 

2.3. Senyawa Bioaktif Mangrove Asosiasi Endofit 

 

Menurut Chatterjee and Abraham (2020) senyawa metabolit sekunder dapat 

disekresikan oleh mikroorganisme endofit seperti alkaloid, isokoumarin, steroid, 

terpenoid, kuinon, fenilpropanoid, fenol, asam fenolik, metabolit alifatik, dan 
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lakton.  Senyawa ini dapat bekerja sebagai agen antivirus, antimikroba dan 

sitotoksik yang potensial (Palanichamy et al., 2018). 

 

Pada penelitian Sonawane et al. (2020) berhasil mengisolasi dan mengidentifikasi 

fungi endofit Fusarium solani dari daun mangrove A. officinalis.  Ekstrak fungi 

menunjukkan adanya beberapa senyawa dengan aktivitas antikanker.  Ekstrak etil 

asetat A. officinalis menunjukkan aktivitas antibakteri yang luar biasa terhadap 

Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.  Ekstrak dengan aktivitas antibakteri 

terbukti dapat dimanfaatkan dalam pengobatan kanker sebagai penghambat 

pertumbuhan sel kanker (Valentin et al., 2010). 

 

 

2.3.1. Alkaloid 

 

Alkaloid adalah senyawa karbon yang mengandung unsur C, H, N, dan biasanya 

O.  Kata alkaloid artinya seperti alkali, kata tersebut dapat menggambarkan 

tentang sifat zat ini karena, menjelaskan bahwa golongan senyawa ini bersifat 

basa dengan derajat tertentu, yang dapat bereaksi dengan asam membentuk garam.  

Golongan senyawa ini paling banyak mirip dengan alkali ammonia, dan dapat 

bereaksi dengan asam membentuk garam yang sesuai tanpa menggantikan 

hidrogen dari asam.  Alkaloid dapat ditemukan baik di tumbuhan maupun hewan, 

pada tumbuhan ditemukan pada semua bagian tumbuhan, yaitu akar, batang, dan 

daun (Coqueiro and Verpoorte, 2019). 

 

Senyawa golongan alkaloid 2,4,6-trifenilanilin (Gambar 4) berhasil diisolasi dari 

jamur endofit Alternaria longipes tumbuhan mangrove A. officinalis.  Senyawa ini 

menunjukkan aktivitas penghambatan glukosidase pada diabetes tipe 2 

(Ranganathan and Mahalingam, 2018). 
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Gambar 4. Struktur 2,4,6-trifenilanilin (Sumber: Ranganathan and  

        Mahalingam, 2018). 

 

 

 

2.3.2. Terpenoid 

 

Terpenoid juga dikenal sebagai isoprenoid, adalah produk alami yang paling 

banyak dan beragam secara struktural.  Terpenoid diklasifikasikan berdasarkan 

jumlah dan struktur karbon yang dibentuk oleh susunan linier unit isoprena diikuti 

dengan siklisasi dan penataan ulang kerangka karbon dengan ciri empiris, dikenal 

sebagai aturan isoprena.  Isoprena atau pembangun terpenoid adalah 2-metilbuta-

1,3-diena (C5H8).  Unit isoprena tunggal mewakili kelas terpenoid yang paling 

dasar yaitu hemiterpenoid (Ludwiczuk et al., 2017). 

 

Lebih dari 70.000 struktur terpenoid yang berbeda telah diketahui sejauh ini, 

banyak dari terpenoid memiliki potensi aplikasi yang sangat menarik sebagai 

obat-obatan, perasa dan wewangian.  Terpenoid dari mikroba menawarkan 

alternatif yang berkelanjutan dan ramah lingkungan mulai dari sumber karbon 

sederhana (Moser and Pichler, 2019). 

 

Satu diterpenoid baru, diaporpenoid A (Gambar 5) diisolasi dari ekstrak MeOH 

yang diperoleh dari kultur fungi endofit mangrove Diaporthe sp.  Senyawa 

menunjukkan aktivitas anti-inflamasi yang kuat dengan menghambat produksi 

nitrogen oksida (NO) (Chen et al., 2021). 
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Gambar 5. Struktur diaporpenoid A (Sumber: Chen et al., 2021). 

 

Diterpenoid harziane baru, bernama (9R, 10R) -dihydro-harzianone (1) (Gambar 

6), diisolasi dari fungi endofit mangrove Trichoderma sp. Xy24.  Senyawa ini 

adalah produk reduktif dari harzianone.  Senyawa ini menunjukkan aktivitas 

sitotoksik (Zhang et al., 2016). 

H

H
O

H

CH4

 

Gambar 6. Struktur (9R, 10R)-dihydro-harzianone (1)  

(Sumber: Zhang et al., 2016). 

 

 

2.3.3. Steroid 

 

Steroid adalah kelompok senyawa yang penting dari hasil produk alam, 

menunjukkan variasi yang memiliki aktivitas biologis yang luas.  Penambahan 

satu atau lebih heteroatom pada atom karbon dalam steroid dapat memvariasikan 

aktivitas biologisnya.  Terkadang penambahan gugus fungsi lainnya dan cincin 

heterosiklik pada steroid dapat mengubah aktivitas fisiologisnya (Saeed et al., 

2017). 

 

Steroid baru phomosterols A-B (Gambar 7), diisolasi dari fungi endofit mangrove 

Phoma sp. SYSU-SK-7.  Senyawa 1-2 mengandung kerangka cincin B aromatik 

yang tidak biasa dalam sterol.  Senyawa 1 dan 2 memiliki aktivitas penghambatan 

terhadap produksi NO di lipopolisakarida (LPS) (Chen et al., 2020). 
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Gambar 7. Struktur phomosterols A-B (Sumber: Chen et al., 2020). 

 

 

2.3.4. Flavonoid 

 

Flavonoid adalah senyawa polifenol yang dibagi lagi menjadi 6 golongan: 

isoflavonoid, flavanon, flavanol, flavonol, flavon dan antosianidin ditemukan di 

berbagai tumbuhan, buah-buahan, sayur mayur, minuman seperti teh hijau, anggur 

dan produk makanan berbahan dasar kakao adalah sumber utama flavonoid.  

Flavonoid telah terbukti memiliki berbagai macam aktivitas sebagai antikanker, 

berpartisipasi dalam menghentikan siklus sel, menginduksi apoptosis, autophagy, 

dan menekan proliferasi sel kanker dan invasi.  Flavonoid memiliki kerja sebagai 

antioksidan dalam kondisi normal dan merupakan pro-oksidan yang kuat dalam 

sel kanker yang memicu jalur apoptosis dan menurunkan jalur pensinyalan pro-

inflamasi (Kopustinskiene et al., 2020). 

 

Senyawa golongan flavonoid, flavogadorinin (Gambar 8) berhasil diisolasi dari 

tumbuhan mangrove A. officinalis.  Senyawa menunjukkan aktivitas yang 

signifikan pada penghambatan asetilkolinesterase dan butirilkolinesterase.  

A. officinalis juga menunjukkan aktivitas sebagai anti-HIV dengan menghambat 

virus dengan dua mekanisme yang berbeda termasuk interferensi dengan interaksi 

dan penghambatan transkriptase balik virus (Nguyen et al., 2019). 
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Gambar 8. Struktur flavogadorinin ( Sumber: Nguyen et al., 2019). 

 

 

2.3.5. Poliketida 

 

Empat turunan baru xanthene (Gambar 9) yang diisolasi dari fungi endofit 

mangrove Penicillium sp. yang diperoleh dari batang Ceriops tagal.  Semua 

senyawa yang diisolasi diperiksa aktivitas insektisida.  Senyawa 2 dan 3 

menunjukkan penghambatan pertumbuhan aktivitas terhadap larva Helicoverpa 

armigera Hubner yang baru menetas, dan senyawa 1, 3, dan 4 menunjukkan 

aktivitas insektisida terhadap larva Culex quinquefasciatus yang baru menetas.  

Keempat turunan xanthene tersebut berpotensi untuk dikembangkan sebagai 

biopestisida baru (Bai et al., 2019). 
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Gambar 9. Struktur turunan xanthene (Sumber: Bai et al., 2019). 
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2.3.6. Kuinon 

 

Senyawa metabolit aktif sebagai antibakteri dan antioksidan berhasil diisolasi dari 

ranting A. officinalis oleh Assaw et al. (2019).  Aktivitas antibakteri dari fraksi A. 

officinalis terlihat adanya selektivitas yang kuat untuk bakteri gram positif 

(Staphylococcus epidermidis, S. aureus dan Bacillus subtilis).  Fraksi 

menunjukkan dua naphthofuranquinones, yaitu avicenol C (Gambar 10) dan 

stenocarpoquinone B (Gambar 11).  Sementara itu, aktivitas antioksidan dari 

fraksi A. officinalis menunjukkan aktivitas antioksidan yang rendah. 

O

O

O

OH

 

Gambar 10. Struktur avicenol C (Sumber: Assaw et al., 2019). 
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Gambar 11. Struktur stenocarpoquinone B (Sumber: Assaw et al., 2019). 

 

 

 

2.4. Biopestisida 

 

Produk alami dan mikroorganisme telah digunakan sebagai biopestisida di seluruh 

dunia yang dapat bersumber dari lingkungan, pada umumnya aman untuk 

organisme non-target termasuk manusia.  Biopestisida telah mengurangi 

persistensi di lingkungan, dan berpotensi untuk digunakan dalam pertanian 

organik.  Dibandingkan dengan pestisida sintetis, biopestisida baru dapat 

dikembangkan dalam waktu yang lebih singkat dan jauh lebih murah (Liu et al., 

2019). 
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Biopestisida mikroba mencakup beberapa mikroorganisme seperti bakteri, fungi, 

baculovirus, dan bakteri asosiasi-nematoda yang bekerja melawan hama 

invertebrata di agro-ekosistem dengan memperhatikan lingkungan dan kesehatan 

manusia.  Biopestisida mengalami pertumbuhan yang signifikan dan banyak 

penemuan yang sedang dikembangkan menjadi produk biopestisida baru untuk 

memenuhi permintaan pasar global yang terus meningkat.  Setelah beberapa 

dekade keberhasilan penggunaan biopestisida dari bakteri entomopatogen Bacillus 

thuringiensis dan beberapa spesies mikroba lainnya.  Penelitian akademisi dan 

industri baru-baru ini telah mengarah pada penemuan spesies dan strain mikroba 

baru, serta toksin spesifik dan faktor virulensinya (Ruiu, 2018). 

 

Biopestisida telah menarik perhatian dalam pengelolaan hama dalam beberapa 

dekade terakhir, dan telah lama dipromosikan sebagai alternatif pengganti 

pestisida sintetis.  Biopestisida juga menarik minat yang besar komunitas 

penelitian internasional, ditunjukkan peningkatan secara signifikan jumlah 

publikasi yang berhubungan dengan biopestisida.  Baru-baru ini, senyawa baru 

dari fungi Talaromyces flavus SAY-Y-94-01 dilaporkan sebagai senyawa yang 

dapat digunakan sebagai biopestisida.  Namun, biopestisida belum mencapai 

tingkat penggunaan yang diinginkan, untuk menggantikan dominasi pestisida 

kimia.  Nanoformulasi dan teknologi mikroenkapsulasi dapat digunakan untuk 

meningkatkan stabilitas dan kerja biopestisida, sehingga meningkatkan 

penggunaannya (Damalas and Koutroubas, 2018). 

 

 

 

2.5. Kitin 

 

Kitin adalah salah satu polimer organik yang paling melimpah di bumi, yang 

merupakan komponen struktural dari eksoskeleton arthropoda, radula moluska, 

endoskeleton cephalopoda, dinding sel fungi, sisik ikan dan lissamphibian 

(Morin-Crini et al., 2019).  Kitin adalah polisakarida amino alami terbanyak 

kedua setelah selulosa.  Kitin berupa homopolisakarida linier yang dimodifikasi 

nitrogen, berbobot molekul tinggi, yang terdiri dari unit berulang N-acetyl-D-
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p[glukosamin], terikat bersama dalam β- (1 4) -N-asetil-D-glukosamin obligasi.  

Kitin memiliki rumus kimia (C8H13O5N)n, oleh karena itu dianggap sebagai 

polisakarida kompleks, yang strukturnya menyerupai selulosa tetapi dengan satu 

gugus hidroksil pada setiap monomer digantikan oleh gugus asetil amina.  Ada 

tiga alomorf kitin yang berbeda yaitu α-kitin, β-kitin, dan γ- kitin.  Perbedaan 

utama antara ketiganya adalah derajat hidrasi, ukuran sel satuan, dan jumlah kitin 

rantai per sel unit.  Polimorf paling melimpah adalah α-kitin,yang memiliki sel 

ortorombik padat yang dibentuk secara bergantian (Oyatogun et al., 2020). 
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Gambar 12. Struktur kitin (Sumber: Younes and Marguerite, 2015). 

 

 

 

2.6. Solid State Fermentation (SSF) 

 

SSF merupakan suatu proses fermentasi dimana mikroorganisme ditumbuhkan 

pada lingkungan tanpa air atau dengan kandungan air yang sangat sedikit. 

Walaupun digunakan media padat sebagai substrat tetapi tetapi substrat tetap 

membutuhkan kelembaban untuk mendukung pertumbuhan dan aktivitas 

metabolisme mikroorganisme (Lizardi-Jime´nez and Herna´ndez-Martı´nez, 

2017).  Actinomycetes seperti Streptomyces disarankan untuk menggunakan 

metode SSF dalam proses fermentasinya untuk menghasilkan metabolit sekunder, 

karena mereka memiliki karakteristik kolonisasi residu padat yang melimpah, 

produksi berbagai macam enzim degradatif, dan ketahanan yang tinggi terhadap 

kondisi ekstrim yang dialaminya (Soccol et al., 2017). 
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2.7. Nyamuk Aedes aegypti 

 

Ae. aegypti merupakan nyamuk sebagai vektor penyakit demam berdarah. 

Penyakit demam berdarah adalah penyakit menular yang disebabkan oleh virus.  

Salah satu upaya yang dilakukan untuk pengendalian penyakit tersebut adalah 

dengan pengendalian vektornya (Yulidar dan Wilya, 2015). 

 

 

2.7.1. Klasifikasi Nyamuk Aedes aegypti 

 

Klasifikasi nyamuk Ae. aegypti menurut Hidayani (2020) adalah sebagai berikut: 

Kingdom   : Animalia 

Filum    : Arthropoda 

Kelas   : Insecta 

Ordo    : Diptera 

Familia   : Culicida 

Genus   : Aedes 

Spesies   : Aedes aegypti 

 

 

2.7.2. Siklus Hidup Nyamuk Aedes aegypti 

 

Nyamuk Ae. aegypti memiliki siklus hidup yang sempurna, dimana tahapan siklus 

hidupnya terdiri dari empat fase, yaitu mulai dari telur, jentik, pupa, dan nyamuk 

dewasa (Gambar 13).  Telur nyamuk bebentuk elips berwarna hitam dan terpisah 

satu dengan yang lain.  Telur akan menetas dalam waktu satu sampai dua hari 

menjadi jentik (Susanti dan Suharyo, 2017). 
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Gambar 13. Siklus hidup nyamuk Ae. aegypti (Sumber : CDC, 2022). 

 

 

2.7.2.1. Stadium Telur Aedes aegypti 

 

Telur Ae. aegypti berwarna hitam, berukuran 0,7 mm, berbentuk elips menyerupai 

torpedo dengan titik-titik poligonal pada seluruh dinding selnya.  Telur yang baru 

dikeluarkan oleh induk nyamuk berwarna putih dan lunak, tetapi setelah selang 

waktu 1-2 jam akan berubah menjadi warna hitam dan keras (Susanti dan 

Suharyo, 2017).  Telur Ae. aegypti dapat bertahan pada kondisi kering pada waktu 

dan intensitas yang bervariasi hingga 8 bulan (CDC, 2022). 

 

2.7.2.2. Stadium Larva Aedes aegypti 

 

Menurut Susanti dan Suharyo (2017), larva Ae. aegpyti memiliki 4 tahapan dalam 

perkembangan yang disebut dengan instar. Perkembangan dari instar I ke instar 

IV membutuhkan waktu sekitar 5 hari.  Proses perubahannya adalah sebagai 

berikut: 

1. Larva instar I: berukuran 1-2 mm, duri-duri (spinae) pada dada belum 

jelas, dan corong pernapasan pada sifon belum jelas. 

2. Larva instar II: berukuran 2,5-3,5 mm, duri-duri dada belum jelas, dan 

corong kepala mulai menghitam. 
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3. Larva Instar III: berukuran 4-5 mm, duri-duri dada mulai jelas, dan 

corong pernapasan berwarna cokelat kehitaman. Larva instar III menurut 

Sulistyo dkk. (2018) dianggap cukup mewakili kondisi larva dengan 

ukuran yang tidak terlalu kecil sehingga mudah untuk diamati. 

4. Larva instar IV: berukuran 5-6 mm, dengan warna kepala gelap. 

 

2.7.2.3. Stadium Pupa Aedes aegypti 

 

Stadium pupa atau kepompong merupakan fase akhir siklus hidup nyamuk dalam 

lingkungan air.  Stadium ini membutuhkan waktu sekitar 2 hari pada suhu 

optimum.  Pada fase ini adalah periode waktu tidak makan dan sedikit bergerak 

(Ditjen P2PL, 2014). 

 

2.7.2.4. Stadium Nyamuk Dewasa Aedes aegypti 

 

Nyamuk Ae. aegypti dewasa memiliki ukuran sedang dengan tubuh berwarna 

hitam kecokelatan.  Tubuh dan tungkainya ditutupi sisik dengan garis-garis putih 

keperakan.  Dibagian punggungnya tampak 2 garis melengkung vertikal dibagian 

kiri dan kanan.  Ukuran dan warna nyamuk jenis ini kerap berbeda antar populasi, 

tergantung dari kondisi lingkungan dan nutrisi yang diperoleh nyamuk selama 

perkembangan (Ditjen P2PL, 2014).  Nyamuk dewasa biasanya tinggal ditempat 

gelap dan lembab seta banyak tempat untuk hinggap (Kemenkes, 2017). 

 

 

 

2.8. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder 

 

Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan 

menggunakan pelarut yang sesuai.  Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai 

kesetimbangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi 

dalam bahan-bahan yang akan diekstrak.  Setelah proses ekstraksi, pelarut 

dipisahkan dari sampel dengan penyaringan.  Ekstrak awal sulit dipisahkan 

melalui teknik pemisahan tunggal untuk mengisolasi senyawa tunggal.  Oleh 
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karena itu, ekstrak awal perlu dipisahkan ke dalam fraksi yang memiliki polaritas 

dan ukuran molekul yang sama (Tetti, 2014). 

 

 

2.8.1. Maserasi 

 

Maserasi merupakan metode ekstraksi dengan proses perendaman bahan dengan 

pelarut yang sesuai dengan senyawa aktif yang akan diambil dengan pemanasan 

rendah atau tanpa adanya proses pemanasan.  Faktor- faktor yang mempengaruhi 

ekstraksi antara lain waktu, suhu, jenis pelarut, perbandingan bahan dan pelarut, 

dan ukuran partikel (Suharto dkk., 2016).  Ekstraksi dengan metode maserasi 

memiliki kelebihan yaitu zat aktif yang diekstrak tidak akan rusak (Pratiwi, 2010).  

Pada saat proses perendaman bahan akan terjadi pemecahan dinding sel dan 

membran sel yang diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan 

bagian dalam sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan 

pecah dan terlarut pada pelarut organik yang digunakan (Novitasari dan Putri, 

2016). 

 

 

2.8.2. Partisi (Ekstraksi Cair-Cair) 

 

Ekstraksi cair-cair juga dikenal sebagai ekstraksi pelarut adalah teknik yang 

digunakan untuk memisahkan bahan kimia dari satu larutan ke larutan lainnya 

berdasarkan perbedaan kelarutan bahan kimia terlarut dalam dua pelarut.  Tiga 

komponen yang terlibat dalam proses ekstraksi cair-cair yaitu zat terlarut, pelarut, 

dan ekstraktan.  Senyawa diekstraksi dari pelarut dan dilarutkan ke dalam pelarut 

lain.  Proses ekstraksi cair-cair didasarkan pada kelarutan zat terlarut dalam 

pelarut yang berbeda.  Untuk sistem tertentu, zat terlarut akan didistribusikan 

dalam pelarut yang berbeda pada rasio partisi tertentu, dan rasio ini tidak akan 

berubah seiring sistem mencapai keseimbangan (Zhang and Hu, 2013). 
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2.9. Metode Pemisahaan dan Pemurnian  

 

Kromatografi adalah salah satu teknik pemisahan yang banyak digunakan, teknik 

ini bergantung pada interaksi diferensial molekul antara fase diam dan fase gerak.  

Metode kromatografi kolom berbasis laboratorium untuk pemisahan protein 

menggunakan tiga teknik kromatografi yang umum, seperti eksklusi ukuran, 

pertukaran ion, dan kromatografi afinitas (Chakravarti et al., 2016). 

 

 

2.9.1. Kromatografi Lapis Tipis 

 

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah teknik yang dapat digunakan dalam kimia 

industri dan penelitian.  KLT adalah teknik yang murah dan sederhana (Silver, 

2020).  Kromatografi lapis tipis (KLT) berperan dalam menentukan metode 

pemisahan untuk analisis sejumlah sampel atau untuk menganalisis sampel 

dimana sampel sulit dianalisis menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi.  

KLT memiliki keunggulan yaitu tidak memerlukan instrumentasi analitik yang 

canggih dan mahal.  Beberapa sampel dapat dianalisis secara bersamaan dan 

memberikan kemungkinan berbagai metode deteksi untuk komponen yang 

terpisah dengan menggunakan UV atau reaksi kimia yang menghasilkan bintik-

bintik atau noda berwarna.  Untuk lokasi noda setelah pemisahan KLT, RF 

(Retention Factor) digunakan dan dapat dihitung menurut persamaan sebagai 

berikut: 

 

Rf = 
jarak yang ditempuh senyawa 

Jarak yang ditempuh pelarut
  

 

RF diukur dari pusat titik dan berkisar antara 0 dan 1,00 atau diberikan sebagai 

persentase, sehingga mencakup rentang dari 0 hingga 100 (Kalász et al., 2020). 

 

 

2.9.2. Kromatografi Kolom 

 

Kromatografi kolom biasanya mengarah ke resolusi yang lebih tinggi dan dengan 

demikian lebih efisien dalam hal pemurnian.  Pada kromatografi kolom, salah satu 
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ujung kolom berisi cakram bertautan atau berlubang, yang mempertahankan fase 

diam di dalam kolom sambil membiarkan cairan terelusi melewatinya.  Jadi, 

kromatografi kolom dapat dibayangkan sebagai perangkat filtrasi kontinu.  Cairan 

dielusi dari kolom, eluen disalurkan perlahan melalui bagian atas kolom.  Untuk 

pengumpulan fraksi yang dipisahkan dapat menggunakan pengumpul fraksi 

otomatis atau secara manual (Chakravarti et al., 2016). 

 

 

 

2.10. Karakterisasi Senyawa 

 

2.10.1. Karakterisasi Senyawa dengan Spektrofotometri IR 

 

Metode karakterisasi Fourier transform infrared (FTIR) adalah salah satu metode 

yang digunakan untuk menentukan gugus fungsi dengan kemungkinan ikatan 

molekul antara senyawa kimia.  Posisi pita serapan IR dalam spektrum sebagai 

bilangan gelombang dapat digunakan untuk identifikasi berbagai komponen 

kimia.  Umumnya, spektroskopi IR dapat diterapkan untuk berbagai macam bahan 

dan kondisi, serta dapat digunakan untuk analisis kualitatif dan kuantitatif 

(Mohamed et al., 2017). 

 

 

2.10.2. Karakterisasi Senyawa dengan LC-MS/MS 

 

Metode analisis LC-MS merupakan metode analisis di mana campuran zat 

dipisahkan menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) dan dideteksi 

dengan spektrometri massa.  Analit diidentifikasi berdasarkan waktu retensi dan 

melalui fragmen ion yang didapatkan. 

Keuntungan dari LC-MS/MS adalah sebagai berikut: 

• Spesifisitas dan sensitivitas yang lebih tinggi 

• Lebih mudah dalam preparasi sampel 

• Tidak diperlukan derivasi 

• Mengurangi waktu analisis 

• Jumlah sampel yang dibutuhkan jauh lebih sedikit (Keifer and Effenberger, 

2017). 
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Analisis LC-MS adalah teknik analisis yang penting dalam bidang profil 

metabolik.  LC-MS menawarkan keunggulan dibandingkan platform analisis 

lainnya seperti kecepatan, sensitivitas kemudahan dalam persiapan sampel, dan 

rentang dinamis yang besar (Want, 2018). 

 



 
 
 
 
 
 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

 

Penelitian ini telah dilakukan di laboratorium Biopolimer dan Unit Pelaksana 

Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) 

Universitas Lampung pada bulan Oktober 2021 sampai Oktober 2022.  Uji 

bioaktivitas terhadap larva nyamuk Ae. aegypti dilakukan di UPT-LTSIT, 

Universitas Lampung.  Sampel mangrove A. officinalis diperoleh dari pantai 

Kunjir Lempasing, Kabupaten Pesawaran, Lampung dengan titik koordinat 

5°30'30"S 105°15'28"E.  Analisis menggunakan instrumen Fourier transform 

infrared (FTIR) dilakukan di Institut Teknologi Bandung (ITB) dan analisis 

menggunakan instrumen LC-MS/MS dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik, 

Bogor. 

 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu alat-alat gelas diantaranya: 

erlenmeyer, pipet tetes, gelas ukur, gelas kimia, tabung reaksi, batang pengaduk, 

pinset, kawat ose, aluminium foil, plastik wrap, bunsen, hot plate stirrer, spin bar, 

lemari asam, neraca analitik, cutter, cawan petri, oven, autoclave Tomy SX-700, 

blender, kapas, kasa, plastik tahan panas, dan mikropipet digunakan untuk 

pembuatan koloid kitin, pengambilan sampel, pembuatan media agar kitin, isolasi 

mikroba endofit, pemurnian mikroba endofit, dan kultivasi.  Corong pisah 

digunakan untuk partisi.  Alat sentrifugasi dan tabung sentrifuse digunakan untuk 

pembuatan koloid kitin.  Laminar air flow (LAF) digunakan untuk isolasi, 
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pemurnian, dan identifikasi mikroba endofit.  Rotary evaporator Buchii/R210 

digunakan untuk memekatkan ekstrak.  Coverslip, kaca preparat, dan mikroskop 

Axioo Zeiss Imager A1 digunakan untuk identifikasi mikroba endofit.  Gelas 

plastik digunakan untuk uji bioaktivitas terhadap nyamuk Ae. aegypti.  Satu set 

alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan lampu UV digunakan untuk uji KLT.  

Satu set alat kromatografi kolom digunakan untuk fraksinasi kolom kromatografi. 

Spektrofotometer FTIR Shimadzu - Prestige 21 dan instrumen LC-MS/MS 

digunakan untuk karakterisasi senyawa bioaktif yang diisolasi. 

 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah limbah kulit udang 

digunakan untuk membuat koloid kitin dan media kultivasi.  HCl dan NaOH 

digunakan untuk membuat koloid kitin.  Aquades (H2O) digunakan untuk 

membuat koloid kitin dan partisi.  Agar-agar, air laut buatan, koloid kitin, dan 

antibiotik digunakan untuk membuat media pertumbuhan.  Alkohol 70% 

digunakan pada tahapan pengambilan sampel dan tahapan yang membutuhkan 

sterilisasi.  Etil asetat (EtOAc) digunakan untuk ekstraksi senyawa yang 

dihasilkan mikroba endofit, partisi, KLT, fraksinasi menggunakan kolom 

kromatografi.  n-Heksana  digunakan untuk eluen pada KLT dan fraksinasi 

menggunakan kolom kromatografi.  Plat KLT, pereaksi serium sulfat, pereaksi 

ninhidrin, dan pereaksi dragendorff digunakan untuk uji KLT.  Telur nyamuk Ae. 

aegypti digunakan untuk uji bioaktivitas.  Silika gel dan Metanol (MeOH) 

digunakan untuk fraksinasi menggunakan kolom kromatografi.  

 

 

 

3.3. Prosedur 

 

3.3.1. Pembuatan Media Selektif Kitin  
 

3.3.1.1. Persiapan Sampel Kulit Udang 

 

Limbah kulit udang yang telah dikumpukan dibersihkan dari kotoran dan sisa-sisa 

daging yang masih menempel, kemudian dicuci dengan air sampai bersih dan 

dikeringkan di dalam oven sampai diperoleh kulit udang yang kering.  Kulit 
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udang yang telah kering kemudian dihancurkan dengan menggunakan blender 

sampai diperoleh serbuk kulit udang yang halus.  Kulit udang yang telah halus 

siap digunakan untuk bahan utama pembuatan kitin. 

 

3.3.1.2. Pembuatan Koloid Kitin 

 

Pembuatan kitin merujuk pada Hendri dan Aspita (2013) dengan beberapa 

modifikasi.  Tahapan awal yaitu sebanyak 100 gram serbuk kulit udang dilakukan 

demineralisasi menggunakan HCl 1,25 N dengan perbandingan 1:10 kemudian 

distirer tanpa pemanasan selama 2 jam, kemudian campuran disaring dan residu 

dinetralkan dengan aquades hingga pH 7, lalu residu dioven pada suhu 60ºC 

selama 24 jam.  Hasil dari demineralisasi kemudian ditambahkan NaOH dengan 

konsentrasi 20% dengan perbandingan 1:10 dan distirer dengan pemanasan 

selama 2 jam pada suhu 90ºC.  Kemudian campuran disaring dan residu 

dinetralkan dengan aquades.  Residu yang diperoleh dikeringkan di dalam oven 

pada suhu 60ºC selama 24 jam.  Kitin yang sudah kering siap digunakan dalam 

proses pembuatan koloid kitin. 

 

Sebanyak 10 gram kitin ditambahkan secara perlahan ±150 mL HCl pekat, 

kemudian distirer di dalam lemari asam selama 30 menit.  Campuran ditambah 

dengan aquades sampai volume campuran menjadi 2 L kemudian diaduk dan 

dibiarkan selama 24 jam di dalam kulkas hingga terbentuk suspensi.  Selanjutnya 

dicuci dengan air laut buatan dan disaring hingga pH netral.  Endapan yang sudah 

netral disentrifuse selama 5 menit dengan kecepatan 7000 rpm.  Endapan yang 

diperoleh diautoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, dan disimpan di dalam 

lemari pendingin.  Koloid kitin siap digunakan sebagai bahan utama pembuatan 

media pertumbuhan. 

 

3.3.1.3. Pembuatan Media Agar Kitin 

 

Media agar kitin dibuat dengan menimbang 1% (w/w) koloid kitin dan 2% (w/w) 

agar kemudian dilarutkan dengan penambahan air laut buatan sebanyak yang 
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digunakan kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer.  Kemudian, larutan 

dipanaskan di atas hot plate hingga homogen dan mengental. Selanjutnya 

campuran yang berada di dalam erlenmeyer ditutup dengan sumbat dan dilakukan 

sterilisasi menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah 

proses sterilisasi selesai, media agar kitin di bawa ke dalam LAF kemudian media 

ditambahkan 50 µg/mL ciprofloxacin, dihomogenkan dengan cara digoyangkan 

kemudian dituang ke dalam cawan petri, selanjutnya diberi sinar UV pada 

keadaaan terbuka.  Media agar kitin yang sudah mengeras kemudian ditutup dan 

dibungkus dengan plastik wrap.  Media agar kitin siap digunakan untuk isolasi 

mikroba endofit. 

 

 

3.3.2. Isolasi Mikroba Endofit 

 

Isolasi mikroba endofit dilakukan di dalam laminar air flow (LAF). Isolasi 

mikroba endofit merujuk pada Kjer et al. (2010) dengan beberapa modifikasi. 

Pada penelitian ini dilakukan isolasi pada bagian akar, batang, dan daun tumbuhan 

mangrove. 

 

Masing-masing bagian sampel (akar, batang, dan daun mangrove) yang diperoleh 

dari hasil sampling dicuci dengan aquades hingga bersih.  Kemudian, dipotong 

menggunakan pisau yang sudah disterilisasi menjadi 4 bagian kecil dengan ukuran 

±1x1 cm.  Selanjutnya masing-masing potongan akar, batang, dan daun tersebut 

dicelupkan ke dalam alkohol 70% untuk proses sterilisasi permukaan potongan 

selama 60-120 detik dan dikeringkan dengan cara diangin-anginkan, kemudian 

potongan (akar, batang, dan daun) dicelupkan ke dalam air laut buatan steril untuk 

menghentikan proses sterilisasi.  Selanjutnya potongan akar, batang, dan daun 

kembali dikeringkan dengan cara diangin-anginkan untuk mencegah terjadinya 

kontaminasi. 

 

Masing-masing potongan (akar, batang, dan daun) yang telah steril diletakkan di 

atas media kitin dalam cawan petri  menggunakan pinset steril dengan posisi 

bagian dalam akar, batang, dan daun menempel pada media agar kitin.  Kemudian 
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cawan petri ditutup dan disimpan pada suhu kamar selama 7-14 hari, pertumbuhan 

dari mikroba endofit akan terlihat disekitar potongan akar, batang, dan daun pada 

media. 

 

3.3.3. Pemurnian Mikroba Endofit 

 

Pemurnian mikroba endofit merujuk pada Ntabo et al. (2018).  Setelah masa 

inkubasi selesai, koloni dengan morfologi dan karakteristik yang berbeda dipilih 

kemudian dimurnikan dengan teknik gores pada media agar kitin yang baru untuk 

mendapatkan isolat tunggal (murni).  Pengamatan morfologi dilakukan setiap hari 

dan apabila ditemukan pertumbuhan koloni yang berbeda maka dipisahkan 

kembali hingga diperoleh isolat tunggal. 

 

 

3.3.4. Kultivasi Mikroba Endofit 

 

Mikroba endofit dikultivasi untuk memproduksi metabolit sekunder pada media 

padat kulit udang dengan merujuk Setiawan et al. (2021) dengan beberapa 

modifikasi.  Sebelum dikultivasi pada media padat, masing-masing isolat 

mikroorganisme dihidupkan terlebih dahulu pada media cair.  Media cair dibuat 

dengan melarutkan 2% koloid kitin pada air laut, kemudian dilakukan sterilisasi.  

Masing-masing isolat tunggal diinokulasikan sebanyak 1-2 ose pada media cair.  

Lalu, diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang dan dilakukan pengamatan 

pertumbuhan.  Proses selanjutnya yaitu menyiapkan media padat untuk kultivasi 

dengan cara membersihkan kulit udang segar kemudian diblender.  Media padat 

dari kulit udang yang digunakan disesuaikan dengan volume inokulum yang akan 

dituang.  Kemudian, media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 

15 menit.  Lalu, dituang inokulum yang sudah diinkubasi selama 7 hari pada 

media padat di dalam LAF, kemudian diinkubasi selama 14 hari pada suhu ruang 

dan dilakukan pengamatan pertumbuhan. 
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3.3.5. Ekstraksi Kultivasi 

 

Hasil kultivasi isolat diekstraksi menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc) selama 

3x24 jam.  Kemudian ekstrak disaring dan dipekatkan menggunakan vacum  

rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kasar.  Ekstrak kasar yang diperoleh 

digunakan untuk uji skrining bioaktivitas untuk mengetahui keaktifan sampel 

tersebut.  Sampel yang aktif selanjutnya siap digunakan untuk kultivasi skala 

besar (scaling-up). 

 

 

3.3.6. Uji Bioaktivitas 

 

3.3.6.1. Penyediaan Bahan Uji 

Telur nyamuk Ae. aegypti yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari Loka 

Penelitian dan Pengembangan Kesehatan Pangandaran. 

. 

3.3.6.2. Rearing Larva 

Telur ditetaskan dalam wadah plastik yang berisi air bersih untuk pemeliharaan 

larva nyamuk.  Telur menetas dalam waktu 5 hari menjadi larva instar III. 

 

3.3.6.3. Uji  

Uji bioaktivitas merujuk pada Rajesh et al. (2015) dengan beberapa modifikasi.  

Larva Ae. aegypti sebanyak 10 ekor dimasukkan ke dalam wadah plastik yang 

telah berisi 25 mL air.  Kemudian ditambahkan filtrat dari ekstrak kasar etil asetat 

dengan konsentrasi 250 ppm.  Kontrol positif dibuat dengan menambahkan abate 

dengan konsentrasi 1% pada air yang telah berisi larva.  Kontrol negatif terdiri 

dari air dan larva.  Pengamatan sampel dan kontrol dilakukan pada waktu 1 jam, 3 

jam, 6 jam, 12 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam.  Pengamatan berakhir pada waktu 

72 jam setelah perlakuan dengan cara menghitung jumlah larva yang mati pada 

setiap patokan waktu.  Mengapungnya atau tidak bergeraknya larva walaupun 

wadah larva tersebut sudah diguncangkan merupakan tanda larva tersebut sudah 

mati.  Dilakukan pengulangan uji sebanyak 3 kali. 
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3.3.7. Identifikasi Mikroba Endofit  

 

Isolat terpilih atau unggul yang didapatkan dari tahapan uji bioaktivitas kemudian 

dilakukan identifikasi menggunakan mikroskop dengan meletakkan coverslip 

yang telah ditumbuhi mikroba endofit pada kaca preparat kemudian diamati dan 

didokumentasi hasilnya. 

 

 

3.3.8. Kultivasi (Scaling-up)  

 

Strain terpilih (aktif) yang didapatkan dari skrining bioaktivitas dikultivasi dalam 

skala yang lebih besar, kultivasi ini dilakukan dengan menumbuhkan 

actinomycetes pada media yang berisi air laut buatan steril dan 2% koloid kitin 

yang telah diinkubasi selama 7 hari.  Proses kultivasi ini menggunakan botol 

gelap 2,5 L yang diisi dengan 200 gram kulit udang yang telah diblender.  

Kemudian, dituang inokulum pada media kultivasi dan diinkubasi selama 14 hari.  

Kultivasi ini dilakukan dengan 6 kali pengulangan. 

 

 

3.3.9. Ekstraksi Kultivasi (Scaling-up)   

 

Setelah masa inkubasi kultivasi berakhir, hasil kultivasi diekstraksi dengan pelarut 

EtOAc sampai tidak berwarna lagi.  Kemudian ekstrak disaring dan dipekatkan 

dengan rotary evaporator hingga didapatkan ekstrak pekat EtOAc.  Ekstrak kasar 

yang diperoleh digunakan untuk uji bioaktivitas dan sebagiannya lagi digunakan 

untuk pemurnian senyawa.  

 

 

3.3.10. Uji Bioaktivitas dengan Larva Nyamuk Aedes aegypti  

 

Larva Ae. aegypti sebanyak 10 ekor dimasukkan ke dalam wadah plastik yang 

berisi 25 mL air.  Kemudian ditambahkan filtrat dari ekstrak kasar EtOAc hasil 

scaling-up dengan 3 variasi konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, dan 300 ppm.  

Kontrol positif dibuat dengan menambahkan abate 1% pada air yang telah berisi 

larva.  Kontrol negatif terdiri dari air dan larva.  Pengamatan sampel dilakukan 

pada waktu 1 jam, 3 jam, 6 jam, 12 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam.  Pengamatan 
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berakhir pada waktu 72 jam setelah perlakuan dengan cara menghitung larva yang 

mati pada setiap patokan waktu.  Mengapungnya atau tidak bergeraknya larva 

walaupun wadah larva tersebut sudah diguncangkan merupakan tanda larva 

tersebut sudah mati.  Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. 

 

Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah kematian larva instar III 

dengan rumus mortilitas sebagai berikut: 

 

M = (a/b) x 100% (Melanie et al., 2018) 

Keterangan: 

M  : Mortilitas % 

a  : Jumlah larva instar III yang mati 

b  : Jumlah total larva instar III 

 

Kemudian dianalisis dengan uji Probit untuk menentukan nilai LC50. 

 

 

3.3.11. Ekstraksi Cair-cair (Partisi) 

 

Metode ini dilakukan untuk memisahkan kandungan senyawa yang polar pada 

ekstrak kasar.  Pada metode ini digunakan aquades untuk menarik komponen 

polar dan EtOAc digunakan untuk menarik komponen semi polar.  Fraksi-fraksi 

yang telah diperoleh kemudian dicek pola pemisahannya menggunakan uji KLT 

dan dibandingkan dengan pola KLT ekstrak kasar.  Setelah terlihat pola 

pemisahan fraksi EtOAc kemudian dipekatkan menggunakan vacum rotary 

evaporator. 

 

 

3.3.12. Uji Kromatografi Lapis Tipis  

 

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan untuk mengetahui pola pemisahan 

senyawa yang terdapat pada sampel.  Ekstrak kasar selanjutnya dianalisis dengan 

KLT menggunakan plat silika F254 sebagai fase diam.  Eluen yang digunakan 

merupakan kombinasi dari n-Heksana dan etil asetat dengan perbandingan 
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tertentu yang telah dijenuhkan terlebih dahulu.  Setelah dilakukan elusi terhadap 

plat KLT yang telah ditotol sampel, bercak atau noda dilihat di bawah lampu UV 

dengan panjang gelombang 254 nm, kemudian disemprot dengan menggunakan 

pereaksi serium sulfat dan dragendorff untuk mendapatkan noda hasil KLT, lalu 

plat dikeringkan.  

 

 

3.3.13. Fraksinasi menggunakan Kolom Kromatografi  

 

Pada fraksinasi menggunakan kolom kromatografi digunakan fase diam silika gel 

dan elusi dilakukan dengan beberapa sistem gradien pelarut (non-polar ke polar).  

Kolom kaca yang berisi fase diam dimasukkan fase gerak secara perlahan dari 

atas, setelah kolom siap sampel dimuat dibagian atas kolom kemudian dialirkan 

fase gerak melalui kolom.  Fraksi yang dihasilkan dikumpulkan untuk diuji 

bioaktivitasnya.  

 

 

3.3.14. Uji Bioaktivitas Fraksi dengan Larva Nyamuk Ae. aegypti 

 

Fraksi terpilih yang diperoleh dari fraksinasi dengan kolom kromatografi diuji 

bioaktivitasnya dengan larva nyamuk Ae. aegypti dengan konsentrasi LC50 yang 

didapatkan dari uji sebelumnya.  Kontrol positif dibuat dengan menambahkan 

abate dengan konsentrasi 1% pada air yang telah berisi larva.  Kontrol negatif 

terdiri dari air dan larva.  Pengamatan sampel dilakukan pada waktu 1 jam, 3 jam, 

6 jam, 12 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam.  Pengamatan berakhir pada waktu 72 

jam setelah perlakuan dengan cara menghitung jumlah larva yang mati pada setiap 

patokan waktu.  Mengapungnya atau tidak bergeraknya larva walaupun wadah 

larva tersebut sudah diguncangkan merupakan tanda larva tersebut sudah mati.  

Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. 

 

 

3.3.15. Karakterisasi Senyawa dalam Sampel  

 

Fraksi terpilih dianalisis menggunakan Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

(FTIR), dan Liquid Chromatograph-tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS).  
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3.4. Bagan Alir Penelitian 
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Gambar 14. Bagan alir penelitian.
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V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1. Simpulan  

 

Berdasarkan penelitian dapat diperoleh kesimpulan sebagai berikut:  

1. Hasil isolasi mikroorganisme endofit dari mangrove A. officinalis diperoleh 9 

isolat mikroorganisme endofit terdiri dari 2 isolat dari akar (21PNA-1 dan 

21PNA-2), 4 isolat dari batang (21PNB-1, 21PNB-2, 21PNB-3, dan  

21PNB-4), dan 3 isolat dari daun (21PND-1, 21PND-2, dan 21PND3). 

2. Hasil dari uji aktivitas biolarvasida terhadap larva nyamuk Ae. aegypti 

menunjukkan bahwa ekstrak kasar dari isolat 21PNA-1 memiliki aktivitas 

yang paling unggul dengan jumlah rata-rata kematian larva yaitu 8,48. 

3. Nilai LC50 yang didapatkan dari hasil uji ekstrak kasar isolat 21PNA-1 yaitu 

64,6 ppm. 

4. Hasil karakterisasi fraksi 9-11 menggunakan LC-MS/MS dan FTIR diperoleh 

13 prediksi rumus molekul dengan prediksi senyawa yang aktif sebagai 

larvasida yaitu senyawa 2-(5-{[Isopropyl (methyl) amino]methyl}-1-

tetrazolidinyl)-N-methyl-N-[2-(2-methyl-1-imidazolidinyl)ethyl] acetamide 

dan N-[1-(1-Imidazolidinyl)-3,3-dimethyl-2-butanyl]-2-(5-

{[isopropyl(methyl) amino]methyl}-1-tetrazolidinyl)acetamide. 

 

 

 

5.2. Saran  

 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, perlu dilakukan pemurnian lebih 

lanjut, dimana dapat dilihat pada kromatogram LC-MS/MS masih terdapat banyak 

puncak yang menandakan senyawa belum murni, serta dilakukan elusidasi 

struktur dengan nuclear magnetic resonance (NMR). 
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