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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER
MIKROBA SEDIMEN BAKAU SERTA UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI

Oleh

ANISYA REIKA AGUSTINA

Ekosistem bakau menyimpan kelimpahan karbon organik dan kandungan
nutrisi yang tinggi pada sedimennya, hal ini menyediakan adanya habitat bagi
komunitas mikroorganisme. Mikroorganisme yang berasosiasi dengan ekosistem
bakau diketahui memiliki potensi untuk memproduksi senyawa metabolit sekunder
yang memiliki bioaktivitas sebagai antibakteri. Pemanfaatan antibiotik dalam
praktik klinis saat ini semakin meningkat karena tersebarnya patogen resisten
antibiotik.  Penelitian ini bertujuan untuk untuk mengetahui adanya senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroba sedimen bakau di sekitar kawasan
hutan bakau Lampung serta bioaktivitasnya sebagai antibakteri.

Penelitian ini dilaksanakan di UPT-LTSIT Universitas Lampung. Penelitian
didahului dengan pengambilan sampel sedimen bakau pada Kawasan hutan bakau
Petengoran dan Kawasan Pantai Dewi Mandapa, Lampung. Isolasi
mikroorganisme dari sedimen bakau menggunakan media koloid Kitin
menunjukkan bahwa Isolat mikroba BL2R1-2 yang berasal dari sedimen bakau
pada lokasi Kawasan hutan bakau Petengoran, terindikasi sebagai Actinomycetes
genus Streptomyces sp. Uji bioaktivitas antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak
isolat BL2R1-2 memiliki potensi menghambat pertumbuhan Staphylococcus
aureus dengan nilai penghambatan sebesar 56,75% pada masa inkubasi 18 jam.

Karakterisasi senyawa yang diperoleh dilakukan dengan metode Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), dan Liquid Chromatography Mass
Spectroscoy-Mass Spectroscoy (LC-MS/MS) menunjukkan bahwa Isolat BL2R1-2
diduga mampu memproduksi senyawa alkaloid diketopiperazin dengan nilai ion
puncak m/z 210.1452 dengan formula C1:H1sN20,. Prediksi senyawa dikonfirmasi
dengan analisis FT-IR pada puncak serapan 3309,87 cm™; 2922,23 cm™; 1654,83
cm? sebagai gugus N-H, C-H alifatik dan C=0. serta serapan gugus C-N pada
bilangan gelombang 1371,6 cm™ dan 1237,47 cm™.

Kata kunci: sedimen bakau, mikroorganisme, antibakteri, karakterisasi senyawa
metabolit sekunder



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SECONDARY
METABOLITE COMPOUND FROM MICROBIAL MANGROVE
SEDIMENT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST

By

ANISYA REIKA AGUSTINA

Mangrove ecosystems have an abundance of organic carbon and high nutrient
content in their sediments, providing habitat for communities of microorganisms.
Microorganisms associated with mangrove ecosystems are known to have the
potential to produce secondary metabolite compounds that have bioactivity as
antibacterials. Antibiotics in clinical practice are becoming increasingly due to the
spread of antibiotic-resistant pathogens. This study aims to determine the presence
of secondary metabolite compounds produced by mangrove sediment microbes
around the Lampung mangrove forest area and their bioactivity as antibacterial.
This research was accomplished at UPT-LTSIT, University of Lampung. The study
was preceded by mangrove sediment sampling in the Petengoran mangrove forest
Area and Dewi Mandapa Beach Area, Lampung. Isolation of microorganisms from
mangrove sediments using chitin colloidal media showed that BL2R1-2 microbial
isolates from mangrove sediments at the Petengoran mangrove forest Area
indicated as Actinomycetes genus Streptomyces sp. Antibacterial bioactivity test
showed that BL2R1-2 isolate extract has the potential to inhibit the growth of
Staphylococcus aureus with an inhibition value of 56.75% during an 18-hour
incubation period. The characterization of the compounds obtained was carried out
using the Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) method, and Liquid
Chromatography Mass Spectroscoy-Mass Spectroscopy (LC-MS/MS) showed that
isolate BL2R1-2 was thought to be capable of producing diketopiperazine alkaloid
compounds at the peak ion m/z 210.1452 with the formula CiiH1sN202. The
compound prediction was confirmed by FT-IR analysis at the absorption of
3309.87 cmt; 2922.23 cm?; 1654.83 cm™ as aliphatic N-H, C-H, and C=0 groups
also absorption of C-N group at wave numbers 1371.6 cm™ and 1237.47 cm™.

Kata kunci: mangrove sediment, microorganisms, antibacteri, characterization of
secondary metabolite compound
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bakau merupakan ekosistem yang kompleks. Hampir 60-70% dari garis
pantai tropis dan subtropis dunia ditutupi dengan hutan bakau. Ekosistem
bakau secara global ditemukan di Asia (42%), Afrika (20%), Amerika Utara
dan Tengah (15%), Oceania (12%), dan Amerika Selatan (11%). Ekosistem
bakau masih jarang dimanfaatkan, namun ekosistem ini sangat produktif di

seluruh dunia dengan nilai ekologis yang besar (Thatoi dan Biswal, 2008).

Indonesia merupakan salah satu negara dengan keragaman bakau tertinggi di
dunia. Bakau menempati di sepanjang 30000 km? garis pantai Indonesia,
sekitar 21% dari seluruh ekosistem bakau di dunia dan memiliki 45 spesies
tanaman bakau dari 75 spesies bakau di dunia. Hutan bakau banyak
ditemukan di beberapa daerah di Indonesia dan berperan penting secara
regional terletak di Papua, Kalimantan, dan Sumatera ( Spalding et al., 2010;
FAOQ, 2007). Ekosistem bakau di Indonesia banyak dimanfaatkan dalam
sektor ekowisata dan agrikultural, salah satunya ialah ekosistem bakau di
Provinsi Lampung dengan luas hutan bakau sebesar 17110 Ha, namun akibat
eksploitasi yang berlebihan menyebabkan ekosistem bakau di beberapa daerah
khususnya di Lampung mengalami kerusakan sebesar 50% dari total seluruh
ekosistem bakau di Lampung (BPS, 2015).

Ekosistem bakau diketahui menyediakan habitat bagi sejumlah organisme
seperti invertebrata, burung, dan mamalia. Kelimpahan karbon dan
kandungan nutrisi yang cukup tinggi menyebabkan ekosistem bakau juga



menjadi habitat bagi sejumlah besar mikroorganisme, seperti bakteri, fungi,
mikroalga, dan lainnya. Bakau menyimpan sejumlah besar karbon organik
dalam sedimennya, ini memberikan dasar adanya jaring-jaring makanan yang
besar dengan pelepasan nutrisi dalam sedimen yang dikendalikan oleh
mikroorganisme (Holguin et al., 2001).

Kompleksitas sedimen bakau menyediakan habitat bagi komunitas mikroba
yang dapat beradaptasi dengan kondisi salinitas yang tinggi. Studi
probabilitas menyatakan bahwa mikroba yang berasosiasi dengan ekosistem
bakau lebih menjanjikan untuk produksi senyawa metabolit sekunder
dibandingkan dengan mikroba terestrial, ini dikarenakan kondisi lingkungan
yang unik dan kandungan bahan organik yang tinggi mempengaruhi sistem
metabolisme mikroba yang bersimbiosis dengan lingkungannya (Mangamuri
et al., 2016). Mikroba asosiasi sedimen bakau merupakan reservoir yang kaya
akan keragaman senyawa metabolit sekunder, sebagian besar jenis senyawa
yang dihasilkan ialah alkaloid, flavonoid, terpenoid, poliketida, dan steroid (Li
etal., 2022).

Sampai saat ini penelitian mengenai senyawa metabolit sekunder hasil
produksi mikroorganisme yang berasal dari lingkungan ekstrim, seperti
ekosistem bakau, semakin meningkat (Xu et al., 2014). Pemanfaatan produk
bioaktif alami yang dihasilkan oleh mikroba cukup menjanjikan karena dapat
dibudayakan untuk menghasilkan produk yang optimal dan tidak merusak
ekosistem lingkungan tersebut (Dobretsov et al., 2006). Sebagian besar
senyawa yang dihasilkan mikroba asosiasi sedimen bakau diperoleh dari
Actinomycetes genus Streptomyces, dan berasal dari fungi terutama genus

Aspergillus dan Penicillium (Li et al., 2022

Studi yang dilakukan oleh Cai et al., (2021) melaporkan bahwa produk alami
yang berasal dari mikroorganisme sedimen bakau memiliki bioaktivitas

sebagai antibiotik. Pemanfaatan antibiotik dalam praktik klinis Kini



mengalami peningkatan dikarenakan adanya patogen resisten antibiotik
dengan banyak strain yang tersebar. Masalah resistensi terhadap antibiotik
dapat disebabkan oleh bakteri gram positif salah satunya S. aureus. S. aureus
memiliki aktivitas patogenitas dan kemampuan beradaptasi yang cepat pada
baragam habitat, hal ini dapat menyebabkan infeksi akut pada tubuh. Ketika
antibiotik baru digunakan untuk melawan S. aureus, bakteri tersebut akan
mengembangkan mekanisme yang efektif untuk menetralisir antibiotik (Kiran
et al., 2018). Meningkatnya resistensi bakteri terhadap antibiotik yang
tersedia saat ini, menjadi fokus penting untuk meningkatkan perkembangan
antibiotik baru, dengan memanfaatkan sumber produk alami yang dihasilkan
oleh mikroorganisme laut (Woodford et al., 2011; So et al., 2011; Drummond
et al., 2000). Mengetahui adanya potensi mikroba sedimen bakau untuk
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang memiliki bioaktivitas sebagai
antibiotik, penelitian ini difokuskan untuk isolasi senyawa bioaktif mikroba
sedimen bakau, yang berasal dari kawasan ekosistem bakau Pesawaran,

Lampung Selatan, serta karakterisasi struktur senyawa bioaktifnya.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroba sedimen bakau di sekitar

kawasan hutan bakau Lampung serta bioaktivitasnya sebagai antibakteri.

1.3 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi atas potensi
mikroba pada sedimen bakau di Lampung sebagai sumber metabolit sekunder

dan aktivitasnya sebagai antibakteri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekosistem Bakau

Ekosistem bakau adalah ekosistem pesisir wilayah peralihan antara ekosistem
laut dan darat serta terletak di daerah tropis dan subtropis hampir (Thatoi dan
Biswal, 2008). Ekosistem bakau diyakini sangat penting sebagai salah satu
sumber daya alam yang berharga untuk sektor pembangunan dalam rangka
meningkatkan kesejahteraan manusia melalui eksploitasi sumber daya dan
stabilitas lingkungan. Ekosistem bakau juga dapat menjaga kualitas air
muara sebagai habitat bagi banyak komersial spesies penting seperti ikan,
kepiting, moluska dan udang (Christensen, 1982).

Hutan bakau merupakan hutan di daerah tropis dengan kandungan karbon
yang tinggi (Donato et al., 2011). Hutan bakau di Indonesia menyimpan
sekitar 78% karbon di dalam tanah dan 20% karbon disimpan di pohon, akar
atau biomassa, serta 2% disimpan di pohon mati atau kayu yang ditebang
(Murdiyarso et al., 2015). Ekosistem bakau menghilang di seluruh dunia
dengan laju 1-2% per tahun karena perkembangan industri, urbanisasi yang
cepat, pertumbuhan penduduk yang semakin meningkat serta adanya aktivitas
antropogenik (Duke et al., 2007).



Gambar 1. Ekosistem Bakau di Pesawaran

Ekosistem bakau (Gambar 1) dibentuk oleh asosiasi antara tumbuhan, hewan,
jamur, bakteri, mikroalga, dan invertebrata yang tinggal didaerah pesisir dan
muara sungai (Holguin et al., 2001). Ekosistem bakau mengalami kondisi
lingkungan yang ekstrim dengan kondisi salinitas yang tinggi, perubahan
suhu dan kelembapan yang ekstrim serta lumpur yang bersifat anoksik pada
kedalaman yang dangkal, yaitu keadaan tanah tanpa oksigen atau anaerobik
(Ghizelini et al., 2012). Saat kondisi air surut, tanah pada ekosistem bakau
merupakan lapisan sedimen yang lanau dengan kandungan bahan organik
yang tinggi (FAO, 2007). Kandungan bahan organik yang tinggi pada
ekosistem bakau salah satunya karena aktivitas enzimatik mikroba serta
metabolismenya (Saadoun et al., 2013).

Ekosistem bakau menjadi habitat bagi berbagai macam mikroba seperti pada
bagian pohon dan endapan lumpurnya. Tingginya kandungan karbon dan
nutrisi lainnya, menyebabkan ekosistem bakau menjadi tempat tinggal
sejumlah besar komunitas mikroba yang dapat beradaptasi dengan kondisi
salinitas yang tinggi. Komunitas miroba ini memainkan peran penting dalam
siklus nutrisi seperti karbon, belerang, fosfor, dan nitrogen, yang dapat
mengendalikan bahan kimia pada ekosistem bakau (Alongi et al., 1993).
Indeks keanekaragaman spesies yang tinggi serta sumber nutrisi yang terbatas
menyebabkan terjadinya kompetisi antar spesies populasi mikroba yang

tinggal pada ekosistem bakau. Dalam kondisi tersebut, mikroba berada di



bawah tekanan seleksi sehingga mereka harus melakukan strategi bertahan
hidup salah satunya dengan mengeluarkan senyawa metabolit bioaktif

sekunder baru (Sengupta et al., 2015).

2.2 Sedimen Bakau

Sedimen atau lumpur bakau adalah pondasi untuk hutan bakau dan semua
yang hidup di dalamnya seperti arthropoda, ikan, dan amfibi. Hewan ini
menghabiskan sebagian dari kehidupan mereka di ekosistem bakau. Berbeda
dengan kebanyakan tanah, sedimen bakau memiliki kondisi lingkungan yang
unik, yaitu memiliki kandungan bahan organik yang melimpah dengan
tingkat salinitas tinggi, pH tinggi, suhu lingkungan tinggi, serta kelembaban
yang memberikan kondisi menarik sebagai substrat pertumbuhan

mikroorganisme. Sedimen bakau Sebagian besar bersifat anaerobik sehingga

membutuhkan adaptasi khusus untuk bertahan hidup di lingkungan tersebut
(Ghizelini et al., 2012).,

Sedimen bakau didominasi dengan partikel partikel halus berukuran lanau
yang dikombinasikan dengan bahan organik dan garam dengan konsentrasi
yang cukup tinggi. Fenomena pasang surut air laut akan berdampak pada
kandungan nutrisi dan salinitas pada sedimen bakau. Sedimen bakau yang
masih asli dapat mengalami transisi dari kondisi aerobik ke anaerobik. Pada
bagian permukaan sedimen akan bersifat aerobik dan akan bersifat anaerobik
pada kedalaman yang dangkal (Ghizelini et al., 2012). Pada sedimen bakau
terjadi proses degradasi material organik yang dikendalikan oleh mikroba
seperti siklus karbon dan siklus nitrogen yang terlibat dalam semua

transformasi dari fiksasi, amonifikasi, nitrifikasi dan denitrifikasi.



2.3 Mikroba Asosiasi Sedimen Bakau

Keragaman mikroba yang hidup pada sedimen bakau merupakan suatu
sumber daya potensial untuk mengekplorasi senyawa bioaktif baru
(Mangamuri et al., 2016). Studi tentang mikroba dalam sedimen bakau dapat
memberikan informasi mengenai peran ekologis dan potensi bioteknologis
yang unik di bidang pertanian, industri, obat-obatan dan farmasi (Thatoi et
al., 2013). Konsorsium mikroba yang berasosiasi dengan bakau terus
mendapat perhatian bagi peneliti, karena diduga dapat menghasilkan molekul
baru dengan aktivitas antimikroba dan antitumor (Mangamuri et al., 2016).
Menurut Alongi (1993) total biomassa mikroba yang terdapat pada sedimen
bakau tidak pernah lebih besar dari 1,2% dari masa total detritus. Kelompok
bakteri, actinomycetes, dan fungi membentuk sekitar 91% dari total biomassa
mikroba, alga dan protozoa membentuk masing-masing 7% dan 2% pada
ekosistem ini (Alongi, 1993).

Sedimen bakau merupakan habitat yang cocok dengan fungi. Kondisi
sedimen bakau yang lembab, kaya akan bahan organik, serta serasi dan pH
yang rendah merupakan habitat dengan kenekaragaman fungi yang cukup
tinggi (Ghizelini et al., 2012). Studi menunjukkan bahwa sekitar setengah
dari jamur yang hidup pada sedimen diserap oleh partikel sedimen sehingga
sulit untuk dideteksi. Sedimen bakau dengan tekstur kasar dan berpasir
mengandung jumlah fungi yang lebih sedikit dibandingkann sedimen bakau
dengan tekstur yang lebih halus. Fungi yang berasal dari sedimen bakau
merupakan organisme yang penting dalam proses degradasi bahan organik
yang berasal dari tumbuhan bakau. Fungi ini juga terbukti dapat
memproduksi senyawa bioaktif alami (Ghizelini et al., 2012; Cheng et al.,
2009). Genus Aspergillus merupakan koloni fungi yang banyak ditemukan
pada sedimen bakau, genus ini juga dilaporkan dapat menghasilkan senyawa
bioaktif speperti alkaloid, terpenoid, steroid, dan poliketida. Penelitian
mengenai senyawa aktif untuk obat baru dari produk fungi Aspergillus yang

berasal dari ekosistem laut belum pernah berhenti dalam dua dekade terkhir



dan masih ditelusuri lebih lanjut (Cai et al., 2021). Fungi termasuk
Ascomycetes, Basidiomycetes, Chitridiomycetes, Myxocycetes, Oomycetes,
Thraustochitrids, Zygomycetes, dan fungi mitosporik telah dilaporkan tinggal
di ekosistem bakau. Fungi ini menghasilkan berbagai macam enzim yang
dapat mendegradasi substrat organik dan anorganik pada sedimen bakau,
serta pada daun, batang, dan akar pada tumbuhan bakau (Ghizelini et al.,
2012).

Ekosistem bakau merupakan habitat yang baik bagi actinomycetes agar dapat
menghasilkan senyawa bioaktif yang potensial. Actinobacteria yang berasal
dari ekosistem bakau merupakan sumber yang kaya akan senyawa metabolit
sekunder baru yang menjanjikan, sebagian besar senyawa metabolit yang
telah dilaporkan berasal dari genus Streptomyces. Streptomyces adalah
actinobacteria gram positif yang dapat menghasilkan beragam senyawa
metabolit sekunder yang berguna pada bidang farmasi, termasuk enzim
terapeutik, antibiotik, agen antitumor, vitamin, dan immnosupresan (Watve
et al., 2001). Genus Streptomyces menghasilkan kurang lebih 80% produk
alami yang telah dilaporkan sampai saat ini (Panchanathan et al., 2014).
Beberapa genus actinomycetes yang dilaporkan berhasil diisolasi dari
sedimen bakau ialah Micromonospora, Microbacterium, Streptomyces,

Micrococcus, Brevibacterium, Microbiospora (Thatoi et al., 2013).

Bakteri, alga, fungi, dan actinomycetes dilaporkan berkontribusi pada
pemecahan substrat organik dan daur ulang senyawa organik. Produksi
beberapa enzim, seperti selulosa, proteolitik, amilolitik, lipolitik, kitinolitik,
fosfat-solubilizing, yang diproduksi oleh mikroba tersebut dilaporkan berguna
dalam biodegradasi bahan organik sehingga meningkatkan produktivitas pada
lingkungan laut dan meningkatkan pertumbuhan tanaman. Mikroba yang
tinggal pada ekosistem bakau juga dapat memasok makanan untuk organisme
lain seperti ikan dan udang yang tinggal dalam ekosistem, dengan cara
memproduksi metabolit sekunder yang berguna untuk pertumbuhan hewan-
hewan tersebut (Sivakumar et al., 2007; Sahu et al., 2007).



2.4 Potensi Senyawa Bioaktif dari mikroba Sedimen Bakau

Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroba merupakan zat
perantara atau produk metabolisme yang dihasilkan selama proses fermentasi.
senyawa metabolit sekunder diproduksi selama fase stasioner dan berperan
dalam kompetisi, antagonisme, dan mekanisme pertahanan mikroba. Senyawa
ini dapat diaplikasikan dalam obat-obatan, makanan atau kosmetik (Kumar et
al., 2020).

Sebagian besar senyawa metabolit sekunder berasal dari biosintesis
mikroorganisme filamen seperti actinomycetes (sekitar 75%) dan mold
(sekitar 17%). Ketika diisolasi dari alam, sekitar 40% dari filamentous fungi
dan actinomycetes dapat menghasilkan senyawa metabolite sekunder dengan
aktifitas antibakteri (Hassan et al., 2012).

2.4.1 Ftalat

Ftalat adalah senyawa petrokimia yang digunakan sebagai plasticizer
atau pelarut dalam berbagai produk industri. Turunan ftalat merupakan
senyawa aktif biologis yang efektif. Banyak senyawa turunan ftalat
yang berhasil diisolasi dari tanaman dan mikroorganisme, seperti fungi,
bakteri, dan Actinomycetes terutama dari genus Streptomyces
(Mangamuri et al., 2016).

Penelitian mengenai isolasi senyawa metabolit sekunder dari mikroba
sedimen bakau dan bioaktifitasnya , telah dilakukan oleh Mangamuri
(2016) dengan menggunakan sampel sedimen bakau dari kawasan
ekosistem bakau di Coringa. Dari hasil penelitian tersebut, berhasil
diidentifikasi strain Actinomycetes yang diketahui Streptomyces
cheonanensis VUK-A berdasarkan sifat morfologi, fisiologis, biokimia,

dan molekuler. Dua senyawa turunan ftalat, yaitu 2-Metil butil propil



10

ftalat (Gambar 2) dan Dietil ftalat (Gambar 3) berhasil diisolasi dari
strain ini dan menunjukkan adanya aktivitas antibakteri yang diujikan

pada S. epidermis, E. coli, dan S. aureus.
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Gambar 2. Struktur Senyawa 2-Metil-Butil-Propil-Ftalat
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Gambar 3. Struktur Senyawa Dietil Ftalat

2.4.2 Diketopiperazin

Diketopiperazin merupakan dipeptida siklik terkecil dari hasil reaksi
kondensasi ganda dua asam amino. Senyawa ini sangat berlimpah di
alam dan memiliki struktur piperazin. Pembentukan dua ikatan peptida
pada senyawa diketopiperazin dikatalisis oleh dua enzim, struktur
senyawa metabolik yang unik ini dapat memainkan peran penting
dalam penemuan obat baru. Senyawa metabolit sekunder
diketopiperazin dilaporkan memiliki aktivitas yang tinggi terhadap

antimikroba, antitumor, dan antivirus (Song et al., 2021).
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Penelitian yang dilakukan oleh Meng (2016) berhasil mengisolasi
senyawa metabolit sekunder baru, alkaloid diketopiperazin dengan
skeletons spirosiklik, dari fungi endofit Penicillium broce MA-23 yang
diisolasi dari ekosistem bakau. Senyawa metabolite sekunder,
Spirobrokazin A (Gambar 4) menunjukkan aktivitas antibakteri

terhadap E. coli, dan S. aureus dengan kontrol positif chloromycetin.

Gambar 4. Struktur Senyawa Spirobrokazin A

2.4.3 Poliketida

Poliketida merupakan senyawa metabolit sekunder yang dapat
dihasilkan oleh mikroorganisme, salah satunya ialah fungi. Poliketida
memiliki berbagai macam aktivitas, termasuk antibakteri, anti-
inflamatori, antioksidan, antivirus, penghambat enzim, dan aktivitas
sitotoksik. Cai (2021) dilaporkan telah mengisolasi senyawa poliketida
dari fungi Aspergillus sp. SCS1041407 yang berasal dari sedimen
bakau. Senyawa ini di identifikasi sebagai Eugenitol (Gambar 5) yang
memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus

yang resisten pada metichilin.
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Gambar 5. Struktur Senyawa Eugenitol

2.5 Antibakteri

Meningkatnya resistensi bakteri terhadap antibiotik yang tersedia saat ini,
menjadi fokus penting untuk meningkatkan perkembangan antibiotik terbaru.
Sebagian besar antibiotik yang tersedia bersumber dari produk alami yang
dihasilkan oleh mikroba dan organisme laut. Sebagian tanaman juga diketahui
memproduksi senyawa alami untuk melindungi diri dari mikroba patogen
(Drummond et al., 2000). Penisilin, merupakan senyawa metabolit sekunder
pertama yang diekstrak dari fungi dan dapat mengendalikan penyakit yang
disebabkan oleh infeksi bakteri. Hingga saat ini, lebih dari 400 senyawa
peptida dengan aktivitas antimikroba ditemukan dari berbagai sumber seperti

tanaman, searangga, mikroorganisme, dan vertebrata (Hassan et al., 2012).

Secara umum, antibiotik adalah zat kimia yang kompleks, diproduksi oleh
mikroorganisme sebagai senyawa metabolit sekunder. Senyawa metabolit
sekunder sebagai antibakteri dapat bereaksi terhadap bakteri baik dengan
menghambat pertumbuhan maupun membunuh bakteri. Senyawa yang
bersifat bakteriosatik bekerja menghambat replikasi bakteri dan
pertumbuhannya sehingga apabila tubuh terinfeksi bakteri tertentu dan
diberikan antibiotik jenis ini tubuh akan dapat memiliki lebih banyak waktu

untuk membangun sistem kekebalan tubuh untuk melawan infeksi. Senyawa
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yang bersifat bacterisidal akan bekerja membunuh atau melisis sel-sel bakteri
((Hassan et al., 2012).

Senyawa metabolit dengan aktivitas antibiotik diproduksi melalui proses
fermentasi mikroba setelah fase pertumbuhan logaritmik sel sel-nya atau
selama fase stasioner sel mikroba (Lorenzo, 1985). Untuk mendapatkan
produk alami, seperti ekstrak senyawa metabolit sekunder dan fraksi
komatrografi untuk tujuan aktivitas antibakteri, penting untuk melakukan tes
antibakteri in vitro yang sederhana, cepat, dan efisien, serta dapat diandalkan
(Drummond et al., 2000).

Metode yang digunakan untuk uji antibakteri suatu senyawa terbagi dalam
tiga kelompok, termasuk metode bioautografi, difusi, dan dilusi. Metode
dasar yang digunakan untuk uji bioaktifitas antibakteri ialah metode broth
dilution atau metode pengenceran. Nilai MIC yang dihasilkan didefinisikan
sebagai konsentrasi terendah dari zat antimikroba yang diuji yang dapat
menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang diuji, dan biasanya
dinyatakan dalam mg/MI atau mg/L (CLSI, 2012). Metode difusi agar
dikembangkan sebagai prosedur alternatif praktis untuk metode broth dilution
atau metode pengenceran. Metode difusi agar yang banyak digunakan adalah
metode difusi disk Kirby-Bauer.39 Dalam metode ini, cawan petri yang telah
berisi media agar uji diusap dengan konsentrasi standar organisme uji, dan
kemudian disk kertas yang mengandung konsentrasi antibiotik yang
ditentukan ditempatkan di halaman bakteri pada media uji tersebut. Setelah
inkubasi semalam, diameter zona pertumbuhan terhambat di sekitar disk
diukur. Zona ini dipengaruhi oleh sejumlah variabel, termasuk media uji
kerentanan (agar Mueller-Hinton adalah standar untuk uji bakteri),
konsentrasi organisme uji, laju pertumbuhan organisme uji, konsentrasi
antibiotik dalam petri, difusi antibiotik dalam media agar, dan kerentanan
organisme terhadap antibiotik. Lima variabel pertama distandarisasi oleh

CLSI; sehingga ukuran zona pertumbuhan terhambat secara langsung
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berkaitan dengan kerentanan organisme. Semakin besar zona, semakin rentan

organisme terhadap antibiotik (Patrick, 2015)

Sebagai produk organik alami dengan berat molekul yang rendah, antibiotik
dapat menyerang mikroorganisme dengan tingkat konsentrasi yang rendah.
Mekanismenya ialah antibiotik akan mengganggu biosintesis dinding sel
peptidoglikan, membran sel, dan sintesis protein, hal ini akan menghambat
replikasi DNA, transkripsi, serta metabolisme antara protein. Antibiotik akan
memblokir biosintesis dinding sel dengan menghambat enzim yang
bertanggung jawab untuk sintesis berbagai komponen dinding sel. Antibiotik
dapat merusak struktur atau menghambat fungsi membran bakteri. Dalam
sintesis protein, antibiotik dapat merusak subunit ribosom yang mengikat 50S
untuk mencegah sintesis protein. antibiotik yang mempengaruhi DNA
replikasi dan perbaikan menghambat enzim seperti girase, topoisomerase, dan
N-metiltransferase. Beberapa antibiotik dapat juga menghambat subunit RNA
polimerase bakteri dengan menolak masuknya nukleotida pertama yang

penting untuk aktivasi polimerase (Hassan et al., 2012).

Kitin

Kitin merupakan salah satu biopolimer alami terbarukan yang cukup
melimpah dan mudah diperoleh, kedua setelah selulosa. Kitin adalah
kelompok polisakarida yang tersusun oleh monomernya f-1,4-N-asetil-
glukosamin (Herdaystuti dkk.,2009). Kitin tersebar luas di lingkungan baik
darat maupun perairan sebagai komponen struktural eksoskeleton pada
invertebrata, sisik ikan, dan dinding sel beberapa fungi dan alga. Kitin sering
digunakan sebagai media yang dipadatkan untuk mengisolasi suatu
mikroorganisme, zona bening yang terbentuk di sekitar koloni mikroba
menunjukkan produksi kitinase ekstraseluler. Kitin tidak mudah larut dalam

air atau sebagian pelarut organik dan sering dimodifikasi secara kimiawi
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untuk membentuk suatu koloid dimana ukuran partikelnya lebih kecil
sehingga mudah mendapatkan distribusi yang homogen dalam media agar
(Murthy dan Bleakley , 2012).

Kitin dapat diperoleh dari kulit udang. Produksi kitin biasanya dilakukan
dalam dua tahap, yaitu demineralisasi dan deproteinasi. Deproteinasi ialah
tahap penghilangan protein yang terkandung pada kulit udang, dimana kadar
proteinnya sekitar 21% dari bahan keringnya dengan menggunakan basa kuat
(Solomon, 1980). Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh
Emma dkk., kondisi optimum tahap deproteinasi adalah dengan
menggunakan larutan NaOH 3,5% (b/v) dengan perbandingan 1 gram : 10
mL antara serbuk udang dan volume larutan NaOH , pada suhu 65°C selama
2 jam (Emma dkk., 2010). Demineralisasi bertujuan untuk menghilangkan
senyawa anorganik yang terdapat pada kulit udang dengan menggunakan
asam kuat. Kondisi optimumnya ialah menggunakan larutan HCI 1 N dengan
perbandingan 1 gram sampel : 15 mL larutan HCI 1 N pada suhu kamar

selama satu jam (Emma dkk., 2010).

Koloidal kitin adalah kitin yang dihidrolisis parsial dengan asam klorida
(HCI) yang bertujuan untuk menghidrolisis atau melepaskan protein dan
lemak yang terkandung di dalamnya sehingga memudahkan interaksi enzim
dengan substrat. Koloid kitin banyak digunakan sebagai substrat dalam
media fermentasi (Suraini dkk., 2008). Penambahan kitin ke dalam suatu
media pertumbukan menyebabkan koloni individu dari mikroorganisme yang
diisolasi lebih baik dibandingkan tanpa kitin. Sebagai media, kitin
meyediakan sumber karbon dan nitrogen utama yang dibutuhkan

mikroorganisme (Joe dan Sarojini, 2017)

Media kitin memberikan selektivitas terhadap Actinomycetes dan bakteri yang
hampir sama, namun pada jamur tidak memberikan pengaruh yang signifikan.

Media kitin tanpa antibiotik memungkinkan perkembangan fungi yang
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tumbuh akan rendah namun memiliki penyebaran radial yang besar. Kitin
memiliki beberapa kelemahan yaitu keruhnya media membuat deteksi dan
klasifikasi koloni kecil menjadi sulit , terutama jika media tidak dibersihkan,
selain itu tidak berkembangnya pigmen suatu organisme pada media Kitin
dapat media lain untuk membedakan organisme yang diteliti dengan
kelompok lain yang tumbuh bersamaan dalam media sehingga isolasi awal
koloni harus dipindahkan ke penggunaan media baru (William dan Davies,
1965).

2.7 Solid State Fermentation (SSF)

Teknik fermentasi mendapat perhatian yang cukup besar dari industri farmasi
dalam produksi senyawa metabolit yang berguna sebagai obat baru (Gupta
dan Chaturvedi, 2019; Jiang et al., 2020). SSF atau Solid State Fermentation
merupakan proses fermentasi yang memanfaatkan matriks atau substrat padat
yang mengandung kelembapan cukup untuk mendorong pertumbuhan
mikroba tanpa tambahan air. Matriks padat dapat digunakan sebagai sumber
nutrisi untuk pertumbuhan mikroba (Thomas et al., 2013; Singhania et al.,
2019). Kondisi pertumbuhan menggunakan Solid State Fermentation (SSF)
menyerupai lingkungan asli mikroorganisme tersebut sehingga

memungkinkan mikroba untuk beradaptasi dengan baik.

Substrat padat pada media fermentasi dapat digunakan sebagai sumber karbon
dan energi untuk mikroorganisme tersebut (Pandey et al., 2000). Tujuan
penggunaan metode Solid State Fermentasi (SSF) ialah agar fungi atau
bakteri yang dikultivasi pada media tersebut dapat berinteraksi secara erat
dengan substrat sehingga akan menghasilkan produk fermentasi dengan
konsentrasi yang tinggi pada substrat. Metode SSF biasanya hanya digunakan
dalam skala kecil, namun memiliki potensi ekonomi dan ekologi yang lebih

unggul dibanding dengan Submerged Fermentation (SmF). Beberapa
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kelemahan SSF ialah penggunaan metode ini tidak disarankan untuk produksi
industri, karena ketersediaan air yang terbatas pada substrat menyebabkan
suhu, pH, dan kelembapan sulit dikendalikan (Holker et al., 2004).

Teknologi Solid State Fermentation (SSF) telah berhasil digunakan untuk
produksi senyawa metabolit skeunder seperti antibiotik, senyawa aromatik,
dan senyawa fenolik yang bernilai tinggi dalam industri farmasi. Sebagian
besar filamentous fungi telah diekspolitasi untuk produksi senyawa metabolit
sekunder menggunakaan teknologi SSF, begitupun bakteri, actinomycetes
dan ragi telah dilaporkan berhasil memproduksi senyawa metabolit dengan
metode SSF (Kumar et al., 2020).

2.8 Metode Isolasi Bahan Alam

Teknik yang digunakan utuk isolasi senyawa metabolit sekunder ialah
ekstraksi. Teknik ekstraksi sangat berguna untuk memisahkan suatu
komponen dari komponen-komponen yang lainnya menggunakan suatu
pelarut yang bertujuan untuk menarik zat aktif dari suatu bahan, ini berkaitan
dengan distribusi suatu zat terlarut baik organik maupun non-organik di
antara dua fasa yang tidak saling bercampur (Achmadi, 1992). Metode
ekstraksi memiliki prinsip polaritas senyawa /ike dissolve like’ (Khopkar,

2003). Teknik ekstraksi yang digunakan ialah maserasi dan partisi cair-cair.

2.8.1 Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi yang paling sederhana. Metode
ini dilakukan dengan proses perendaman sampel menggunakan pelarut
organik pada suhu ruang. Teknik ini sangat menguntungkan dalam
isolasi senyawa bahan alam karena tidak memerlukan adanya

pemanasan sehingga kecil kemungkinan bahan alam menjadi rusak atau



18

terurai (Istigomah, 2013). Rendaman maserat disimpan agar tidak
terkena sinar matahari langsung, ini bertujuan untuk mencegah reaksi
hidrolisis oleh cahaya atau perubahan warna (Khopkar, 2003). Proses
ekstraksi dengan teknik maserasi dilakukan dengan perendaman sampel
sehingga pelarut akan terjadi memecah dinding dan membran sel akibat
perbedaan tekanan di dalam dan luar sel, ini akan menyebabkan
senyawa metabolit sekunder akan terlarut sempurna dalam pelarut
organik dan larutan menjadi pekat (Lenny, 2006). Proses maserasi
dilakukan beberapa kali hingga larutan sampel bening yang
menandakan senyawa metabolit sekunder telah ter-ekstrak seluruhnya
(remaserasi). Ekstrak kemudian disatukan dan diuapkan dengan

evaporator untuk memekatkan produk (Markham, 1998)

2.8.2 Partisi (Ekstraksi Cair-Cair)

Partisi atau ekstraksi cair cair adalah metode pemisahan dengan
menggunakan dua pelarut yang tidak saling bercampur, sehingga
senyawa yang diinginkan dapat terpisah (Hanborne, 1996). Partisi
didasarkan pada distiribusi suatu zat terlarut baik zat organik maupun
anorganik ke dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur dan
memiliki kelarutan berbeda. Ekstraksi cair-cair didasarkan pada prinsip
‘like disolve like’, senyawa yang bersifat polar akan terbawa atau larut
oleh pelarut polar, begitupun senyawa semipolar akan terbawa oleh
pelarut semipolar, dan senyawa nonpolar akan terbawa oleh pelarut
nonpolar (Khopkar, 2003).



19

2.9 Metode Pemisahan dan Pemurnian

Kromatografi ialah proses pemisahan yang didasarkan pada perbedaan
distribusi campuran komponen antara fase gerak dan fase diam. Fase gerak
terdiri dari cairan atau komponen gas, sedangkan fase diam terdiri dari
padatan atau lapisan cairan yang teradsorpsi pada permukaan penyangga
padat. Kecepatan elusi senyawa dapat dilihat dari interaksi antara senyawa
dengan fase diam. Senyawa yang berinteraksi kuat dengan fase diam akan
bergerak lebih sangat lambat, sedangkan senyawa dengan interaksi yang
lemah akan bergerak cepat melalui sistem kromatografi. Kromatografi dapat
berupa kromatografi kolom dan kromatografi lapis tipis (KLT) (Coskun,
2016; Skoog, 2014).

2.9.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan teknik pemisahan suatu
senyawa dari campurannya sehingga senyawa yang dihasilkan lebih
murni (Kristianti dkk., 2008). KLT adalah metode pemisahan
fisikokimia pada senyawa bahan alam yang didasarkan adanya
perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua fase
(eluen dan adsorben) dengan tingkat kepolaran berbeda (Hendayana,
2006).

Prinsip KLT adalah partisi dan adsorbsi, partisi ialah kemampuan suatu
zat dalam larutan untuk berpisah ke dalam pelarut yang digunakan,
sedangkan adsorpsi adalah penyerapan pada permukaan (Soebagio,
2002). KLT terdiri dari fase diam atau adsorben yaitu lapisan tipis
silika gel, alumunium oksida, atau selulosa dan fase gerak atau eluen
merupakan pelarut campuran yang ditempatkan dalam bejana

pengembang.
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Untuk mengidentifikasi senyawa dalam plat KL T dapat dilakukan
dengan pengamatan langsung pada noda/bercak yang tampak dan
dengan lampu UV pada rentang 245 nm dan 366 nm. Pada pelaksanaan
kromatografi lapis tipis, larutan cuplikan atau sampel yang telah
dipekatkan ditotolkan pada plat dengan injektor atau pipet mikro pada
jarak 1 cm dari batas plat. Setelah itu plat siap untuk dikembangkan
dengan fasa gerak di dalam chambers sampai pada batas tertentu
(Widiyatni, 2010). Dalam kasus senyawa molekul sampel tidak
berwarna, senyawa radioaktif, florescence, dan atau substansi bahan
kimia tertentu dapat digunakan agar mengahasilkan warna visible pada

kromatogram (Donald et al., 2006).

Posisi masing-masing molekul dalam campuran dapat diukur dengan
menghitung rasio antara jarak yang ditempuh molekul dan pelarut, ini
digunakan untuk mendeskripsikan molekul secara kualitatif. Nilai
pengukuran ini disebut mobilitas relatif atau dikenal dengan simbol Rf
(Donald et al., 2006).

Rf (Retention factor) secara sistematis dinyatakan sebagai berikut:

jarak yang ditempuh senyawa

- jarak yang ditempuh oleh pelarut

Jika dari hasil identifikasi suatu komponen memiliki nilai Rf yang
sama, maka mengindikasikan senyawa tersebut memiliki karakteristik
yang sama, dan sebaliknya. Harga Rf ini dipengaruhi oleh beberapa
parameter yaitu sistem pelarut, adsorben (ukuran butir, kandungan air,

ketebalan), jumlah cuplikan yang ditotolkan pada plat dan suhu.



21

2.9.2 Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom digunakan pemurnian suatu biomolekul.
Kromatografi kolom berupa gelas pipa yang dilengkapi dengan kran
dan penyaring di dalamnya, glass wool atau kapas biasanya digunakan
untuk menahan agar fase diam tidak menyumbat kran. Eluen yang
digunakan dalam kromatografi kolom diawali dengan eluen yang
memiliki tingkat kepolaran rendah dan kemudian dinaikkan tingkat
kepolarannya secara perlahan-lahan. Berikut merupakan urutan eluen

pada kromatografi berdasarkan kenaikkan tingkat kepolarannya :

n-heksana Non-polar
Sikloheksana

Karbon tetraklorida

Benzena

Toluena

Kloroform

Etil asetat

Aseton

n-propanol

Etanol

Asetonitril

Metanol

Air Polar
Sumber : Gritter et al.,1991.

2.10 Karakterisasi

Spektroskopi adalah ilmu yang mempelajari tentang interaksi antara energi
cahaya dan materi. Teknik analisis spektroskopi dapat digunakan untuk
menentukan struktur suatu senyawa belum diketahui. Keuntungan
menggunakan teknik ini adalah waktu pengerjaan yang relatif cepat dan
jumlah zat yang diperlukan untuk analisis relatif kecil (Silverstein et al.,

2014). Metode spektroskopi yang digunakan dalam analisis senyawa pada
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penelitian ini antara lain Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),

dan Mass Spectroscoy (MS).

2.10.1 Fourier Transform Infrared Spectrofotometry (FT-IR)

Analisis Fourier Transform Infrared Spectrofotometry (FT-IR)
digunakan mengidentifikasi ikatan kimia dalam suatu senyawa yang
belum diketahui strukturnya dengan menggunakan inframerah
spektrum yang diserap oleh materi. Spektroskopi adalah teknik non-
destruktif yang menggunakan efek interaksi radiasi elektromagnetik
untuk menentukan struktur atom atau molekul dan tingkat energi
substansi (Munajad, 2018)

FT-IR menunjukkan intensitas penyerapan puncak kelompok
fungsional dari senyawa yang dianalis untuk dapat mengidentifikasi
ikatan kimia. Radiasi elektromagnetik yang berinteraksi dengan suatu
zat dapat diserap, ditransmisikan, dipantulkan, dan disebarkan
sehingga memberikan informasi yang signifikan mengenai struktur
molekuk dan tingkat transisi energi. FTIR digunakan untuk
mengidentifikasi gugus fungsional dari materi yang dianalisis, yang

ditunjukkan oleh intensitas penyerapan puncak.

2.10.2 Mass Spectrofotometry (MS)

Spektrofotometri massa dapat menentukan struktur molekul induk dari
senyawa yang dianalisis, dengan merangkaikan berbagai struktur
fragmen yang terdapat dalam spektrum massa. Spektroskopi massa
berbeda dengan spektroskopi lainnya, pada sepktroskopi ini senyawa
yang dianalisis dapat mengalami perubahan fisika dan kimia karena

terjadinya fragmentasi molekul-molekul senyawa.



Spektrometer massa dapat mendeteksi hasil pemecahan ion molekul
senyawa dan dibaca dalam bentuk spektrum massa yang merupakan
aluran antara massa fragmen dengan kelimpahan atau intensitasnya.
Setiap fragmen akan muncul sebagai garis dengan tinggi dan massa
garis berbeda yang menunjukkan kelimpahannya, dengan
merangkaikan struktur fragmen yang diperoleh, maka struktur dari

senyawa organik dapat ditentukan (Subartati, 2017).
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I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2022 sampai dengan Februari 2023
di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi (UPT-LTSIT), Universitas Lampung. Analisis spektrofotometer
FT-IR dan uji bioaktivitas sebagai antibakteri dilakukan di UPT-LTSIT,
Universitas Lampung. Analisis LC-MS/MS dilakukan di Pusat Laboratorium
Forensik Polri, Bogor

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu alat-alat gelas di antaranya: pipet tetes, gelas
kimia, Erlenmeyer, cawan petri, tabung reaksi, gelas ukur, kapas, kasa, karet
gelang, tissue, lampu spirtus, mikropipet, pipa kapiler, pinset, jarum ose,
spidol, autoklaf Tomy SX-700, rotary evaporator Buchii/R210, lampu UV
Kohler/SN402006, Laminar air flow, neraca analitik Wigen Houser,
inkubator Memmert-Germany/INC-02, mikroskop axio Zeiss Al, oven
vakum precision scientific 29 Laboratory 31566-26 , satu set alat
Kromatografi Lapis Tipis (KLT), Kolom kromatografi, dan instrument
spektrofotometer FT-IR carry 630. Analisis LC-MS/MS menggunakan
istrument ultra-performance liquid chromatography (UPLC) unit LC:
ACQUITY UPLC H-class system, waters, USA dan spektrofotometer massa
unit Xevo G2-S QTof, Waters, USA.



Bahan-bahan kimia yang digunakan yaitu, pereaksi serium sulfat, akuades,
metanol, heksana, etil asetat (EtOAC), agar, kulit udang, etanol 70%, HCI
12M, NaOH, plat KLT silika gel 60 F254, air laut steril, Tryptic Soy Broth
(TSB), plastik wrap, antibiotik (ciproflacaxin dan cloramphenikol),
alumunium foil, Dimetil Sulfoksida (DMSO).

3.3 Biomaterial

3.4

Sampel lumpur bakau diambil secara acak pada dua titik berbeda untuk
mewakili keragaman mikroba yang terkandung di dalam lumpur bakau.
Penentuan koordinat masing-masing lokasi sampling menggunakan alat
Global Positioning System (GPS). Sampel lumpur diambil dari zona akar
pada kedalaman 10-20 cm tanaman Avicennia marina. Sampel lumpur
diambil sebanyak 0,5 kg dengan menggunakan sendok stainless steel,
dimasukkan ke dalam kemasan plastik steril (ziplock) yang telah diberi

tanggal, lokasi dan disimpan dalam coolbox untuk dibawa ke laboratorium.
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Di laboratorium sampel lumpur disimpan dalam refrigerator dengan suhu 5-

10°C sampai digunakan.

Metode

3.4.1 Pretreatment Media Pertumbuhan Mikroba

3.4.1.1 Persiapan Sampel Kulit Udang

limbah kulit udang disiapkan dan dibersihkan pada bagian kulit

dan kepala udang dengan menggunakan air suling, lalu

dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu + 60°C

selama 48 jam. Limbah kulit udang selanjutnya dihaluskan agar



3.4.1.2

34.13
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menjadi bubuk kulit udang yang akan digunakan sebagai

substrat atau media pertumbuhan.

Persiapan Bubuk Kitin

Kitin dibuat dengan merujuk pada Hendri dkk., (2007) dengan
beberapa modifikasi. Kitin dibuat dari 100 gram bubuk kulit
udang kering didemineralisasi dengan penambahan HCI 1,5%
(1:10 w/v) kemudian distirer selama 2 jam pada suhu ruang.
Setelah itu, residu disaring dan dinetralkan hingga pH + 7, lau
dikeringkan dalam oven selama 24 jam. Residu hasil
demineralisasi kemudian dideproteinasi dengan NaOH 10%
dengan perbandingan 1:10 (w/v) dan di stirer selama 2 jam pada
suhu £ 60°C. Residu kemudian disaring, dan dinetralkan hingga
pH + 7. Hasil yang diperoleh didiamkan hingga kering dalam

oven dan ditimbang. Serbuk yang didapatkan merupakan kitin.

Persiapan Koloid Kitin

Koloid Kitin dibuat dengan merujuk pada Shaun dan Suma,
(2017) dengan sedikit modifikasi. Koloid kitin dibuat dari 10
gram serbuk kitin dimasukkan ke dalam gelas Beaker 2000 mL,
ditambahkan perlahan £ 150 ml HCI 12 M dan distirer selama 1
jam, hal ini bertujuan untuk menghidrolisis kitin agar menjadi
partikel yang lebih kecil. Selanjutnya, hasil dari hidrolisis
ditambahkan * 2 L akuades dan didinginkan pada suhu 4-5°C
selama 24 jam untuk memudahkan pembentukan endapan koloid
kitin. Endapan yang terbentuk dinetralkan dengan akuades
hingga pH = 7. Endapan disentrifus selama 5 menit 6000 rpm.
Endapan diautoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, dan
selanjutnya endapan yang merupakan koloidal kitin disimpan
pada suhu 4°C.
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3.4.1.4 Pembuatan Media Agar Kitin

Proses pembuatan media agar kitin dimulai dengan
menstrerilisasi alat-alat yang akan dipakai menggunakan
autoklaf pada pada suhu 121°C selama 15 menit. Sejumlah 1%
(w/v) koloid kitin, 2% (w/v) agar ditimbang, lalu dilarutkan ke
dalam air laut pada Erlenmeyer. Selanjutnya, homogenat yang
berada di dalam erlenmeyer ditutup dengan sumbat dan
dilakukan sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi selesai, media agar
kitin ditambahkan 50 pg/mL antibiotik ciprofloxacin untuk
mencegah pertumbuhan bakteri. Media agar dituang dalam
cawan petri dan diberi sinar UV. Media agar kitin yang sudah
memadat ditutup dengan wrap dan siap digunakan untuk isolasi

mikroba.

3.4.2 Penumbuhan Isolat Asosiasi dengan Lumpur Bakau

Isolasi mikroorganisme asosiasi lumpur bakau dilakukan di dalam
laminar air flow cabinet. Teknik isolasi merujuk pada Mangamuri et
al.,(2016) dengan beberapa modifikasi. Secara umum, 1 g sampel
lumpur magrove dilarutkan dalam 10 mL air laut steril lalu
dihomogenkan. Selanjutnya, suspensi diambil 1 mL dan ditambahkan
ke dalam tabung reaksi yang telah berisi 9 mL air laut, dilakukan
pengenceran berseri hingga 10, dari masing masing pengenceran
diambil sebanyak 200 pL untuk diinokulasikan pada medium agar Kitin
dengan teknik sebar. Cawan petri yang telah berisi sampel kemudian
ditutup, dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7- 28 hari sebagai masa
pertumbuhan mikroorganisme. Setelah 7-28 hari, akan terlihat
pertumbuhan dari mikroba pada media agar kitin. Setiap sampel yang
ditanam dapat menghasilkan beberapa pertumbuhan mikroba yang
berbeda.
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3.4.3 Pemurnian Mikroba

Mikroba yang telah tumbuh kemudian dimurnikan ke dalam media kitin
yang baru, ini bertujuan untuk memisahkan koloni mikroba yang
memiliki morfologi berbeda untuk dijadikan isolat tersendiri atau isolat
murni. Pengamatan morfologi pada isolat baru dilakukan kembali
setelah masa inkubasi selama 3-7 hari. Jika masih ditemukan adanya
morfologi mikroba yang berbeda dalam suatu media maka dipisahkan

kembali hingga didapat isolat murni.

3.4.4 Kultivasi secara Solid State Fermentation (SSF)

Kultivasi secara Solid State Fermentation mengacu pada Setiawan et
al., (2021). lIsolat yang telah murni kemudian diinokulasikan ke dalam
media cair, dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF). Pertama tama
dibuat media inokulum dengan menggunakan 1% kitin (w/v) dan 20
mL air laut buatan dalam wadah 100 mL , kemudian disterilkan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setiap isolat
diambil sebanyak 1-2 ose untuk diinokulasikan ke dalam media cair
yang telah disiapkan. Media inokulum diinkubasi selama 7-10 hari
secara statis pada suhu ruang dengan dilakukan pengamatan selama

masa pertumbuhan.

Isolat yang telah tumbuh pada media inokulum kemudian
diinokulasikan pada media fermentasi padat (Solid State Fermentation).
Sebanyak 100 gr kulit udang basah dihaluskan dengan blender untuk
digunakan sebagai substrat padat tanpa demineralisasi dan deproteinasi,
kemudian substrat dipindahkan ke dalam wadah berkapasitas 1 L dan
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
Selanjutnya inokulum cair diinokulasikan ke dalam media fermentasi

padat, prosedur ini dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF). Media
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fermentasi yang telah mengandung isolat kemudian diinkubasi selama

14 hari secara statis pada suhu ruang (Setiawan et al., 2021).

3.4.5 Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder

Setelah tahapan fermentasi, hasil yang diperoleh kemudian diekstraksi
dengan menambahkan etil asetat (EtOAc) (1:1) ke dalam wadah
fermentasi, kemudian dihomogenisasi dan disimpan selama 1 x 24 jam
pada suhu ruang. Hasil ekstraksi kemudian disaring untuk
mendapatkan filtrat produk dari mikroorganisme. Filtrat yang diperoleh
dikumpulkan dan padatannya diekstraksi kembali dengan menggunakan
pelarut etil asetat untuk mengambil senyawa bioaktif yang masih
tertinggal di padatan. Tahapan ekstraksi dilakukan hingga rendaman
maserat sudah tidak berwarna yang mengindikasikan bahwa senyawa
metabolit sudah teresktrak seluruhnya. Keseluruhan filtrat dipekatkan
dengan vacuum rotary evaporator dengan tekanan 95 mbar dan suhu
40°C untuk mendapatkan ekstrak EtOAc setiap isolat. Ekstrak kasar
EtOAc digunakan untuk uji skrinning bioaktivitas dari sampel
(Sengupta et al., 2015).

3.4.6 Peremajaan Isolat Bakteri S. aureus

Bakteri yang digunakan pada uji bioaktivitas penelitian ini ialah bakteri
S. aureus, yang didapatkan dari deposit Laboratorium Unit Pelaksana
Teknis Laboratorium Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT),
Universitas Lampung. Peremajaan bakteri dilakukan sebelum
digunakan dalam pengujian, hal ini dilakukan agar bakteri uji memulai
metabolism kembali setelah penyimpanan. Media yang digunakan
dalam peremajaan bakteri ialah Tryptic Soy Broth (TSB), media ini
memiliki nutrisi yang dibutuhkan dalam masa pertumbuhan bakteri.
Pembuatan media TSB dilakukan dengan melarutkan 3 g TSB dalam
100 mL akuades dan ditambahkan 2% (w/w) agar. Media kemudian
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disterilisasi dengan autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C.

Media dituang ke dalam tabung reaksi dan didiamkan hingga media
memadat dalam laminar air flow (LAF). Bakteri S. aureus digores
pada media agar TSB menggunakan jarum ose bulat. Bakteri
diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C di dalam inkubator(Missiakas
and Schneewind, 2013).

3.4.7 Uji Skrining Bioaktivitas (Ekstrak Kasar)

Skrining awal bioaktivitas dilakukan dengan metode dilusi
menggunakan microplate 96 wells yang merujuk pada Sarker et al.,
(2007) dengan beberapa modifikasi. Bakteri uji yang digunakan adalah

S. aureus.

3.4.8.1 Persiapan Inokulum Bakteri

Inokulum bakteri disiapkan menggunakan Tryptic Soy Broth
(TSB) dan disesuaikan kekeruhannya dengan standar Mc-
Farland 0,5. Bakteri Staphylococcus aureus kemudian
dilakukan pengenceran 1: 100 (v/v) dalam media Broth

sebelum digunakan untuk pengujian.

3.4.8.2 Persiapan Ekstrak Mikroba dan Antibiotik

Crude ekstrak mikroba yang ingin diuji disiapkan dalam
konsentrasi 10 mg/mL dengan melarutkan ekstrak
menggunakan DMSO 2%. Antibiotik yang digunakan sebagai
kontrol positif dalam uji ialah kloramfenikol dengan

konsentrasi 2 mg/mL.
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3.4.8.3 Uji aktivitas senyawa sebagai antibakteri dengan bakteri S.

aureus

Microplate 96 wells disiapkan, selanjutnya pada sumuran
blanko ditambahkan 195 puL media TSB dan 25 pL inokulum
bakteri. Kontrol positif yang digunakan ialah 145 pL media
TSB, 25 pL inokulum bakteri, dan 50 pL kloramfenikol (2
mg/mL). Sumuran kontrol negatif ditambahkan 145 pL
media TSB, 25 pL inokulum bakteri, dan 50 uL DMSO 2 %.
Kontrol media yang digunakan ialah 220 pL media TSB.
Sumuran senyawa uji mengandung 145 uL media TSB, 25
WL inokulum bakteri, dan 50 pL senyawa uji (10 mg/mL).
Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan. Plate
wells yang sudah dibalut longgar dengan plastik warp
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18 jam. Hasil skrinning
crude ekstrak sampel terhadap S. aureus diukur dengan alat
hospitex reader (ODe30nm) dan hasilnya dimaknai sesuai
dengan standar Clinical dan Laboratory Standard Institue

(Komite Nasional Standar Laboratorium Klinis, 2012).

3.4.8 ldentifikasi mikroba

Isolat yang aktif sebagai antibakteri kemudian dilakukan identifikasi
menggunakan metode slide culture yang merujuk pada McCleany
(2005) dengan beberapa modifikasi. Pertama-tama, disiapkan coverslip
yang akan digunakan, lalu coverslip ditanamkan ke dalam media agar
kitin 1% pada kemiringan 45°, selanjutnya koloni mikroba murni
digoreskan berdekatan dengan sudut pada coverslip. Setelah 3-7 hari,
coverslip diambil secara perlahan dari media agar untuk dipindahkan ke
dalam kaca preparat. Hifa, miselium, spora, atau konidia diamati di
bawah mikroskop Zeis Axio Imager Al pada perbesaran 50, 100, dan
400 M serta didokumentasikan hasil yang diperoleh.
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3.4.9 Pemisahan secara Kromatografi Lapis Tipis

Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan untuk mengkonfirmasi
keberadaan komponen yang terdapat dalam sampel, selain itu uji KLT
juga dapat digunakan untuk mengetahui pola pemisahan senyawa yang
terdapat dalam sampel. Ekstrak kasar yang telah didapatkan
sebelumnya kemudian dianalisis menggunakan KLT dengan fase diam
berupa plat silika F254. Fase gerak atau eluen yang digunakan
merupakan kombinasi dari heksana dan etil asetat dengan perbandingan
tertentu yang telah dijenuhkan sebelumnya. Setelah dielusi, plat KLT
akan menampakkan noda atau bercak yang terlihat di bawah lampu UV

dengan panjang gelombang 254 nm.

Plat KLT kemudian disemprot dengan reagen serium sulfat untuk
menampakkan noda hasil KLT, lalu dikeringkan di atas pemanas.
Pereaksi serium sulfat digunakan untuk mengetahui adanya kandungan
senyawa organik di dalam sampel yang ditandai dengan timbulnya
bercak berwarna coklat kehitaman. Untuk pengamatan lebih lanjut
digunakan pereaksi ninhidrin dan Dragendorff. Pereaksi ninhidrin
digunakan untuk mengetahui kandungan asam amino yang pada
sampel, ditandai dengan terbentuknya bercak berwarna ungu yang
mengindikasikan adanya gugun NH.. Pereaksi Dragendorff digunakan
untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid (N-tersier) dalam
sampel ditandai dengan terbentuknya bercak orange pada hasil KLT.
Plat KLT yang telah dikeringkan, diamati dan dihitung nilai Rf nya

guna mengetahui tingkat kepolaran masing-masing komponen.
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3.4.10 Fraksinasi menggunakan Kolom Kromatografi

Fraksi-fraksi yang telah diketahui kandungan senyawanya, kemudian
dilakukan fraksinasi lebih lanjut dengan kolom kromatografi.
Fraksinasi dilakukan beberapa kali dengan fase diam yakni silika gel.
Elusi dilakukan dengan beberapa sistem gradien pelarut dari non-polar
ke polar. Pertama-tama, fase diam (silika gel) ditambahkan n-heksana
lalu dimasukkan secara perlahan-lahan dari atas kolom dan mengalir ke
bawah kolom kaca silinder dengan bantuan gravitasi. Setelah kolom
siap, sampel ditambahkan melalui bagian atas kolom. Fase gerak
kemudian dialirkan melalui kolom. Senyawa dalam campuran memiliki
kemampuan yang berbeda dalam berinteraksi dengan fase diam dan
fase gerak, sehingga jangka waktu yang dibutuhkan untuk mengalir
pada kolom menuju penampung juga berbeda. Fraksi-fraksi hasil
kolom divisualisasikan dengan KLT di bawah lampu UV 254nm dan

menggunakan pereaksi serium sulfat (Bajpai et al., 2016).

3.4.11  Uji Bioaktivitas Antibakteri

Uji bioaktivitas fraksi hasil kromatografi kolom kemudian dilakukan
dengan metode difusi agar yang merujuk pada Hudzicki (2009) dengan
beberapa modifikasi. Bakteri uji yang digunakan adalah

Staphylococcus aureus.

3.4.14.1 Persiapan Inokulum Bakteri

Inokulum bakteri disiapkan dengan menggunakan media
Tryptic Soy Broth (TSB), lalu diinkubasi selama 2 jam.
Inokulum bakteri kemudian disesuaikan kekeruhannya dengan
standar Mc—Farland 0,5.
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3.4.14.2 Persiapan Ekstrak Mikroba dan Antibiotik

Fraksi yang ingin diuji disiapkan dalam konsentrasi 2 mg/mL
dengan melarutkan fraksi menggunakan DMSO 2%. Antibiotik
yang digunakan sebagai kontrol positif dalam uji ialah

kloramfenikol dengan konsentrasi 2 mg/mL.

3.4.14.3 Uji aktivitas antibakteri dengan bakteri Staphylococcus aureus

Media agar Tryptic Soy Broth (TSB) disiapkan pada cawan
petri dan ditempatkan dalam Laminar Air Flow (LAF) pada
suhu ruang agar media memadat. Cotton swab steril
disiapkan, kemudian dimasukkan swab ke dalam inokulum
bakteri. Swab yang telah mengandung bakteri kemudian
diinokulasikan pada media agar TSB dengan teknik streak.
Ring dengan diameter 8 mm dimasukkan secara perlahan ke
dalam media agar menggunakan pinset yang sebelumnya telah
dibakar di atas bunsen. Pada setiap ring ditambahkan 50 pL
fraksi uji (konsentrasi 2 mg/ mL) secara perlahan. Kontrol
positif yang digunakan ialah 50 pL kloramfenikol dan kontrol
negatif digunakan 50 uL DMSO 2%. Cawan petri kemudian
dibalut longgar dengan plastik warp diinkubasi pada suhu
37°C selama 18 jam. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri
diamati secara visual dengan pembentukan zona bening,
diameter zona bening diukur menggunakan penggaris (Komite

Nasional Standar Laboratorium Klinis, 2012).

3.4.12  Karakterisasi Senyawa

Sampel yang sudah murni, selanjutnya dianalisis dengan menggunakan
instrumen Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS),

dan Fourier Transform Infared Spectrometry (FT-IR).
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3.4.15.1 Analisis Fourier Transform Infared Spectrometry (FT-IR).

Analisis dengan spektrofotometri FT-IR digunakan untuk
mengkonfirmasi gugus fungsional dari senyawa yang
dianalisis. Pengukuran pada spektrum inframerah dilakukan
pada daerah cahaya inframerah pada bilangan gelombang
4000-200 cm™. Pita absorpsi inframerah yang dihasilkan
spesifik untuk menunjukkan gugus fungsional suatu senyawa

organik.

Analisis spektrum FT-IR dilakukan pada daerah spektrum FT-
IR tengah (4000-200 cm™). Dalam analisis spektrum FTIR,
pertama-tama ialah mengidentifikasi jumlah pita serapan, jika
sampel menghasilkan pita serapan kurang dari lima pita maka
sampel yang dinalisis merupakan senyawa organik sederhana
dengan berat massa molekul kecil. Spektrum FT-IR yang
memiliki lebih dari lima pita serapan maka merupakan molekul
kompleks. Selanjutnya dilakukan analisis pada daerah single
bond (2500-4000 cm™), lalu dilakukan analisis pada daerah
triple bond (2000-2500 cm™) dan pada daerah double bond
(1200-2000 cm™) ikatan rangkap dapat berupa karbonil (C=C),
kelompok imina (C=N), dan azo (N=N). Selanjutnya dilakukan
analisis pada daerah sidik jari (600-1200 cm™) daerah ini
biasanya spesifik dan unik. Analisis FT-IR juga dapat
dilakukan dengan menggunakan referensi sebagai
perbandingan standar (Nandiyanto dkk., 2019),
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3.4.15.2 Analisis dengan Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/
Mass Spectrometry (LC-MS/MS)

Sampel yang sudah murni kemudian dilarutkan dalam metanol,
selanjutnya sampel disuntikkan ke dalam sistem LC-MS/MS.
Analisis pada sistem Liquid Cromatography (LC) akan
menghasilkan puncak kromatogram dengan waktu retensi yang
sesuai, hal ini mengindikasikan bahwa telah terjadi pemisahan
komponen-komponen dalam fraksi berdasarkan kepolaran.
Analisis kemudian diteruskan ke dalam sistem spektrometri
massa (MS/MS), hasil analisis meliputi spektrum massa dari
tiap komponen berupa rasio massa terhadap muatan

(m/z). Data hasil Analisa LC-MS/MS diolah dengan
menggunakan software masslynx untuk mengidentifikasi
komponen senyawa metabolit sekunder dalam fraksi.
Kromatogram diolah melalui deteksi puncak dan penyelarasan
waktu retensi. Hasil dari langkah tersebut akan menunjukkan
spektrum massa yang meliputi hubungan antara rasio massa
terhadap muatan (m/z) dengan intensitas puncak. Hasil
pengolahan data analisa LC-MS/MS akan menunjukkan berat
molekul senyawa dan rumus molekulnya. Prediksi komponen
senyawa metabolit sekunder dalam fraksi kemudian dilakukan
dengan membandingkan hasil analisis yang diperoleh dengan
database yang ada pada website chemspider (Septianingsih et
al., 2018).

Diagram alir penelitian ditunjukkan pada Lampiran 1.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan pembahasan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan

bahwa:

1. Isolat mikroba BL2R1-2 yang berasal dari sedimen bakau pada lokasi B
yaitu Kawasan hutan bakau Petengoran, telah berhasil diisolasi serta
terindikasi sebagai Actinomycetes dari genus Streptomyces sp.

2. Crude ekstrak isolat BL2R1-2 memiliki potensi sebagai antibakteri
terhadap bakteri gram positif Staphylococcus aureus dengan nilai
penghambatan sebesar 56,75% pada masa inkubasi 18 jam.

3. lIsolat BL2R1-2 diduga mampu menghasilkan senyawa alkaloid
diketopiperazin berdasarkan hasil karakterisasi senyawa menggunakan FT-
IR dan LC-MS/MS.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian, maka perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut terhadap
ekstrak aktif isolat BL2R1-2 yang diperoleh, serta uji bioaktivitas antibakteri
terhadap fraksi yang telah murni menggunakan bakteri gram positif dan gram
negatif. Selain itu, berdasarkan prediksi identifikasi mikroba yang diperoleh
menunjukkan kemiripan dengan Streptomyces sp sehingga perlu dilakukan

identifikasi lebih lanjut secara filogenetik.
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