
BIOAKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT FUNGI ENDOFIT
MANGROVE SEBAGAI ANTIBAKTERI, Staphylococcus aureus DAN

Pseudomonas aeruginosa

(Skripsi)

Oleh

RISKI PANGESTU

FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG

BANDAR LAMPUNG
2023



ABSTRAK

BIOAKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT FUNGI ENDOFIT
MANGROVE SEBAGAI ANTIBAKTERI, Staphylococcus aureus DAN

Pseudomonas aeruginosa

Oleh

Riski Pangestu

Kasus resistensi bakteri petogen menjadi salah satu permasalahan yang serius di
dunia, termasuk di Indonesia. Pada penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
senyawa antibakteri yang berasal dari fungi endofit mangrove. Metode sampling
diambil secara acak di hutan mangrove Petengoran Desa Gebang, Kec. Padang
Cermin, Kab. Pesawaran. Bagian mangrove yang diambil terdiri dari akar, batang
dan daun menggunakan media agar koloid kitin 1%, serta isolasi fungi
menggunakan malt ekstrak agar. Pengamatan morfologi fungi dilakukan
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x dan SEM. Isolat fungi
selanjutnya dikultivasi menggunakan metode solid state fermentation (SSF),
biomass fungi didapatkan dengan ekstraksi menggunakan pelarut EtOAc dan
bioaktivitas ekstraksnya diuji dengan bakteri resisten Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa. Berdasarkan hasil sampling didapatkan 17 isolat fungi
endofit yang berjenis Aspergillus sp., Trichoderma sp. dan Penicillium sp. serta
didapatkan berat ekstrak EtOAc berkisar 0,521-1,0 g. Ekstrak dengan kode 22-
PLP1-F1 dapat menghambat pertumbuhan S. aureus dengan persentase
penghambat sebesar 74,6% pada kadar 250 μg/mL. Analisis FTIR pada fraksi 22-
PLP1-F1-KU-MeOH menunjukkan bilangan gelombang 3324 cm-1 merupakan
gugus O-H dan 1267 cm-1 menunjukkan adanya serapan gugus C-N, dari
karakterisasi LC-MS/MS diperoleh molekul C11H19N2O3 dengan m/z 227 dalam
keadaan M+ yang mengindikasikan struktur siklo(L-Leu-trans-4-hidroksi-L-Pro).
Penelitian ini berhasil mendapatkan senyawa yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Gram Positif, sehingga dapat menambah informasi tentang
potensi senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh fungi endofit mangrove.

Kata Kunci: Fungi, Antibakteri, Mangrove, LC-MS/MS, Solid State Fermentation



ABSTRACT

BIOACTIVITY OF ETHYL ACETATE EXTRACT OFMANGROVE
ENDOPHITE FUNGI AS ANTIBACTERIA, Staphylococcus aureus AND

Pseudomonas aeruginosa

By

Riski Pangestu

The case of petogen bacterial resistance is one of the serious problems in the
world, including in Indonesia. This study aims to obtain antibacterial compounds
derived from mangrove endophytic fungi. The sampling method was taken
randomly in the Petengoran mangrove forest, Gebang village, Padang Cermin
sub-district, Pesawaran district. Mangrove parts taken consisted of roots, stems
and leaves using 1% chitin colloidal agar media, and isolation of fungi using malt
extract agar. Observation of fungi morphology was carried out using a light
microscope with 400x magnification and SEM. Fungi isolates were then
cultivated using the solid state fermentation (SSF) method, fungi biomass was
obtained by extraction using EtOAc solvent and the bioactivity of the extract was
tested with resistant bacteria Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.
Based on the sampling results, 17 isolates of endophytic fungi were obtained,
which were Aspergillus sp., Trichoderma sp. and Penicillium sp. and the weight
of the EtOAc extract ranged from 0.521-1.0g. The extract with the code 22-PLP1-
F1 can inhibit the growth of S. aureus with an inhibitory percentage of 74.6% at a
level of 250 μg/mL. FTIR analysis on fraction 22-PLP1-F1-KU-MeOH showed
wave number 3324 cm-1 is O-H group and 1267 cm-1 shows the absorption of C-N
group, from LC-MS/MS characterization obtained molecule C11H19N2O3 with m/z
227 in M+ state which indicates the structure of cyclo(L-Leu-trans-4-hydroxy-L-
Pro). This study succeeded in obtaining compounds that were able to inhibit the
growth of Gram-positive bacteria, this information is essential for enlighten the
potetial of antibacterial compounds produced by mangrove endophytic fungi.

Keywords: Fungi, Antibacterial, Mangrove, LC-MS/MS, Solid State Fermentation
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Antimicrobial Resistance (AMR) saat ini menjadi salah satu permasalahan dunia 

terkait pengobatan kasus infeksi, termasuk di Indonesia. Tingginya AMR di 

Indonesia disebabkan oleh penggunaan antibiotik yang tidak tepat pada pelayanan 

kesehatan (Siahaan et al., 2022). Pada tahun 2011 Menteri Kesehatan Republik 

Indonesia menyatakan bahwa setidaknya 12.209 kasus antibiotic resistant bacteria 

(ARB) telah ditemukan, yang diperkirakan setiap tahunnya akan meningkat 

sebanyak 6.935 kasus (Kristanto and Koven, 2019). Bahkan di beberapa rumah 

sakit di Indonesia ditemukan methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

sebanyak 13-26% dari total seluruh kasus resisten di Indonesia (Dahesihdewi et al., 

2019). Hal ini membuktikan bahwa permasalahan resistensi antimikroba terjadi 

juga di Indonesia. 

 

Bakteri patogen Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, dan 

Enterobacter species (ESKAPE) merupakan sekelompok bakteri patogen yang 

mematikan (Jiang et al., 2018; Rice 2008). The Centers for Disease Control (CDC) 

memperkirakan patogen ESKAPE yang resisten antibiotik menyebabkan lebih dari 

2 juta penyakit dan sekitar 23.000 kasus kematian per tahunnya (Najafi and 

Arumugam, 2016). Oleh sebab itu World Health Organization (WHO) 

menghimbau tentang perlunya mengkaji berbagai faktor terkait dan strategi untuk 

mengendalikan kejadian resistansi, salah satunya penemuan senyawa antibiotik 

baru.  
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Berdasarkan uraian tersebut perlu mencari terobosan baru di bidang kesehatan 

khususnya untuk penemuan sumber-sumber senyawa antibakteri terutama dari 

senyawa metabolit sekunder dari alam. Senyawa bahan alam saat ini masih 

diandalkan sebagai sumber alternatif antimikroba. Salah satunya tanaman 

mangrove, pada tanaman mangrove terkandung beberapa senyawa aktif yang 

memiliki kemampuan sebagai antibakteri seperti alkaloid (Ravikumar et al., 2011). 

Kandungan bioaktif pada tanaman mangrove tidak selalu berasal dari tanaman 

mangrove itu sendiri, namun dapat berasal dari organisme lain yang mensintesis 

senyawa bioaktif tersebut, organisme tersebut dapat berupa mikroba endofit 

(Situmorang dkk, 2021). Mikroba endofit hidup dalam jaringan tumbuhan, senyawa 

bioaktif pada mikroba endofit berfungsi untuk mempertahankan eksistensi 

tumbuhan inang agar bertahan hidup dan untuk melindungi dirinya dari predator. 

Hal ini lah yang membuat mikroba endofit terus-menerus memproduksi senyawa 

baru sebagai pertahanan untuk melindungi inangnya (Posangi dan Bara 2014; 

Rozirwan et al., 2020). Fungi, bakteri, dan virus merupakan mikroorganisme pada 

jaringan tumbuhan inang, akan tetapi fungi endofit paling banyak dikembangkan 

saat ini karena fungi endofit lebih banyak menghasilkan senyawa metabolit 

sekunder (Rozirwan et al., 2014) termasuk alkaloid dengan struktur yang beragam 

(Wu Wang et al., 2014). 

 

Fungi endofit yang berasal dari tanaman obat, dapat menghasilkan senyawa yang 

sama pada tumbuhan inangnya. Bahkan senyawa yang dihasilkan fungi endofit 

seringkali memiliki aktivitas yang lebih besar dibandingkan aktivitas senyawa dari 

tumbuhan inangnya (Fitriana dan Nursithya, 2017). Banyak penelitian di berbagai 

tempat juga mengisolasi potensi fungi endofit dari mangrove. Seperti yang telah 

dilaporkan oleh Hamzah et al., (2018) bahwa fungi Alternaria, Fusarium, 

Nigrospora, Pestalotiopsis, Phoma, dan Xylaria yang diisolasi dari mangrove 

Rhizophora mucronata menghasilkan senyawa metabolit yang menunjukkan 

aktivitas antimikroba terhadap bakteri patogen Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, dan Escherichia coli. Informasi 

tersebut mengindikasikan bahwa fungi yang berasal dari mangrove memiliki 

potensi sebagai penghasil senyawa bioaktif antibakteri. 
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Namun menurut Situmorang dkk., (2021) di Indonesia penelitian mengenai fungi 

endofit khususnya pada mangrove sangatlah terbatas. Disisi lain, pada tahun 2021 

Kementerian Lingkungan Hidup dan Kehutanan merilis data total luas hutan 

mangrove di Indonesia seluas 3.364.076 Ha dan Provinsi Lampung memiliki 

ekosistem hutan mangrove dengan luas 10.533,676 Ha (Amelia dkk., 2020; 

Ghufran dan Kordi 2012). Bahkan potensi fungi dari ekosistem mangrove sebagai 

penghasil senyawa antimikroba juga masih sedikit diketahui, sehingga menarik 

untuk dieksplorasi, diidentifikasi dan diisolasi (Simoes, 2015). 

 

Dalam penelitian ini dilakukan kajian terkait senyawa bioaktif yang berasal dari 

fungi endofit mangrove yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri 

resisten yaitu Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Namun yang 

membedakan penelitian ini dari penelitian lain yaitu dengan melakukan kultivasi 

dari tiga media yaitu beras, kulit udang, dan kentang dengan menerapkan one strain 

many compounds (OSMAC) dimana dapat mengaktifkan jalur metabolisme untuk 

mendapatkan senyawa bioaktif dengan beragam struktur (Wei et al., 2010). 

 

 

1.2. Tujuan 

 

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Mengisolasi dan mengidentifikasi jenis fungi endofit mangrove. 

2. Mendapatkan senyawa bioaktif dari isolat fungi endofit mangrove. 

3. Menguji aktivitas dan mengkarakterisasi fungi endofit sebagai senyawa aktif 

dengan menggunakan metode LC-MS/MS. 

 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

 

Hasil penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi baru terkait potensi 

isolat fungi endofit tumbuhan mangrove di kawasan hutan mangrove Petengoran 

sebagai sumber senyawa antibakteri



 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Ekosistem Mangrove 

Ekosistem mangrove merupakan ekosistem hutan yang terletak di antara daratan 

dan lautan, seperti yang terlihat pada Gambar 1. Ekosistem mangrove global 

terbesar yaitu Asia sebesar 42% dari total seluruh dunia (Singh et al., 2014) dan 

Indonesia memiliki luas hutan mangrove sebesar 3.364.076 Ha (Amelia dkk., 

2020). Terdapat 70 spesies mangrove yang termasuk ke dalam 17 famili berbeda. 

Famili terbesar yaitu Rhizophoraceae, yang terdiri dari empat genus mangrove: 

Bruguiera, Ceriops, Kandelia dan Rhizophora (Tomlinson, 2016).  

 

 

Gambar 1. Ekosistem mangrove 

 

Mangrove merupakan komunitas vegetasi pantai tropis yang khas, tumbuh dan 

berkembang pada daerah pasang surut, terutama di dekat sungai, laguna, muara dan 
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pantai yang terlindung dengan lumpur berpasir (Prihadi dkk., 2018). Ekosistem 

mangrove terdiri dari kesatuan antara mangrove, hewan dan organisme lain yang 

berinteraksi dengan lingkungannya (Menteri Kehutanan No.P35 Tahun 2010). 

Selain itu mangrove juga memiliki ciri-ciri yang mencolok, yaitu akar tunjang yang 

besar dan berkayu, pucuk yang tertutup daun penumpu yang berbentuk meruncing, 

serta memiliki buah yang berkecambah serta berakar ketika masih di pohon 

(Tumangger dan Fitriani, 2019). 

 

Ekosistem hutan mangrove muncul pada daerah yang terjadi pelumpuran dan 

akumulasi bahan-bahan organik pada daerah yang terlindung dari arus atau 

gelombang laut air laut. Kondisi ekosistem mangrove tergolong ekstrim, aerasi 

tanah yang kurang, kadar garam atau salinitas yang tinggi, serta mengalami daur 

penggenangan akibat pasang surut air laut. Ekosistem mangrove menghasilkan 

senyawa organik yang berasal dari produk serasah mangrove oleh mikroorganisme 

dekomposer yang menjadi sumber makanan organisme penghuni ekosistem 

mangrove sehingga hutan mangrove kaya akan bahan organik (Aida dkk., 2014; 

Andrianto dkk., 2015). Adanya aktivitas mikroorganisme tersebut tergantung pada 

ketersediaan karbon-karbon yang dioksidasi. Karbon bersama dengan unsur lainnya 

seperti fosfor (P) dan nitrogen (N) melalui proses fotosintesis (Romimohtarto dan 

Juwana, 2001). 

 

Mikroba yang hidup di lingkungan mangrove didominasi oleh bakteri sebesar 80% 

dan 20% berupa fungi, protozoa, dan mikroalga (Alongi, 2005). Mikroba yang 

hidup dalam ekosistem mangrove terutama fungi memainkan peran yang penting 

dalam ekosistem laut. Kondisi lingkungan yang bervariasi dalam ekosistem 

mangrove membuat mikroba yang hidup di dalamnya dapat beradaptasi dengan 

perubahan lingkungan yang cukup intens termasuk oksigen, keterbatasan nutrisi, 

pasang surut air laut, suhu dan cahaya yang tinggi menyebabkan adaptasi tumbuhan 

mangrove dalam jalur metabolisme mengarah pada biosintesis metabolit bioaktif 

yang aktif secara struktural (Thatoi et al., 2013). 
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2.2. Mikroba Endofit 

Hutan mangrove adalah ekosistem kompleks yang menampung berbagai kelompok 

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

makroalga dan protozoa seperti jamur (Purnomo dkk., 2016). Mikroba endofit 

adalah mikroba yang hidup di dalam jaringan tumbuhan serta mampu membentuk 

suatu koloni dalam jaringan tumbuhan tanpa memberikan efek negatif pada 

inangnya (Kasi dkk., 2015). Mikroba endofit berfungsi untuk mempertahankan 

tumbuhan inang untuk tetap dapat bertahan hidup dan untuk melindungi diri dari 

predator. Oleh sebab itu mikroba endofit secara terus menerus memproduksi 

senyawa-senyawa kimia (Posangi dan Bara, 2014; Rozirwan et al., 2020). Salah 

satu mikroorganisme yang termasuk mikroba endofit yaitu fungi. Fungi endofit 

dapat diisolasi dari akar, batang dan daun suatu tanaman (Mukhlis dkk., 2018). 

 

 

2.2.1. Fungi Endofit Mangrove 

 

Adaptasi dan aktivitas fungi endofit terjadi di dalam tanaman mangrove sebagai 

fungsi fakultatif atau fungi penghuni. Fungi endofit menghasilkan senyawa-

senyawa bioaktif dan metabolit sekunder yang sama dengan inangnya. Fungi-fungi 

yang berhasil diisolasi ternyata mampu menghasilkan senyawa yang menarik dan 

bermanfaat. Hal ini disebabkan karena fungi endofit mengalami koevolusi transfer 

genetik dari inangnya. Senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh mikroba endofit 

memiliki potensial untuk dikembangkan menjadi obat herbal, karena mikroba 

endofit merupakan mikroorganisme yang mudah ditumbuhkan, memiliki siklus 

hidup yang pendek dan dapat menghasilkan jumlah senyawa bioaktif dalam jumlah 

besar dengan metode fermentasi (Hasiani dkk., 2015). 

 

Fungi endofit adalah mikroorganisme yang berada di dalam jaringan tumbuhan 

yang berupa akar, daun atau batang. Fungi endofit pada dasarnya jatuh di 

ascomycota dan kelompok basidiomycota. Fungi endofit adalah mutualis tanaman 

dan menunjukkan berbagai manfaat bagi tanaman inang, misalnya cekaman abiotik, 

resistensi terhadap patogen dan penyakit dan produksi metabolit sekunder. Ada 
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lebih dari satu juta spesies fungi endofit berasosiasi dengan tumbuhan di seluruh 

dunia yang dapat memberikan berbagai produk bioaktif sekunder seperti alkaloid, 

benzopyrones, flavonoids, fenol, fitokimia dan agen antikanker (Chadha et al., 

2014). 

 

Berdasarkan laporan Jones et al., (2015) dalam lima tahun terakhir fungi laut telah 

berhasil diklasifikasikan menjadi 1.112 spesies. Famili Halosphariaceae merupakan 

kelompok fungi laut terbesar dengan anggota 141 spesies terdiri dari 59 genus yang 

dibagi kedalam Aspergillus (47 spesies), penicillium (39 spesies) dan yeast Candida 

(64 spesies). Identifikasi fungi dapat dilakukan secara makroskopis berdasarkan 

warna, hifa dan bentuk, sedangkan mikroskopis berdasarkan bentuk spora, hifa dan 

konidiofor (Yolanda et al., 2022) seperti Gambar 2.  

 

Gambar 2. Penampakan mikroskopik fungi endofit mangrove 

(Perbesaran 400x, Zeiss Imager A1) 

 

Metabolit sekunder dengan aktivitas biologis yang berasal dari fungi telah 

dilaporkan dari tahun 2003 dan sudah sekitar 4.000 jenis metabolit. Sebagian besar 

metabolit ini diproduksi oleh fungi yang disebut “Creative fungi” (Padhi et al., 

2013). Pada penelitian Schulz et al., (2002) mengisolasi sekitar 6.500 fungi endofit 

dan diuji potensi biologisnya. Sebanyak 135 metabolit sekunder yang di analisis 

dan menemukan bahwa 51% senyawa bioaktif (38% dari isolat tanah) diisolasi dari 

fungi endofit merupakan produk alam baru. 

 

Dilain tempat fungi endofit dari mangrove telah dilaporkan memiliki aktivitas 

terhadap bakteri patogen, seperti yang dilaporkan oleh Pakadang et al., (2021) 

dimana ia mengisolasi fungi endofit yang berasal dari buah mangrove jenis 
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Sonneratia alba, dari 2 isolat fungi yang berhasil diisolasi memiliki potensi sebagai 

agen antibakteri Staphylococcus aureus (S. aureus) dan Escherichia coli (E. coli). 

Dari hal tersebut fungi endofit dapat menghasilkan metabolit sekunder yang dapat 

digunakan sebagai agen antibakteri, seperti penelitian dari Laksmita et al., (2022) 

melaporkan bahwa fungi endofit yang berasal dari mangrove daerah Kalimantan 

Timur menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap S.aureus dan E.coli, berdasarkan 

identifikasi kimiawi menggunakan analisis LC-MS menunjukkan senyawa 

potensial antibakteri dari salah satu ekstrak fungi yaitu beauvericin, choline, 

quinoline dan cyclo (phenylalanyl prolyl). 

 

2.3. Mekanisme Kerja Antimikroba Resisten 

Senyawa bioaktif memiliki mekanisme kerja antimikroba sangat beragam dan 

komponen sel patogen yang terpengaruh sangat beragam. Aktivitas antibakteri 

suatu agen terutama dikaitkan dengan dua mekanisme, yang meliputi campur 

tangan kimia dengan sintesis atau fungsi komponen vital bakteri, dan/atau 

menghindari mekanisme konvensional dari resistensi antibakteri. Gambar 3 

menunjukkan mekanisme ini dan seperti yang dapat diamati, ada beberapa target 

untuk agen antibakteri yang terdiri dari (I) biosintesis protein bakteri, (II) 

biosintesis dinding sel bakteri, (III) bakteri penghancur membran sel, (IV) replikasi 

DNA bakteri dan perbaikan dan (V) penghambatan jalur metabolisme (Khameneh 

et al., 2019). 
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Gambar 3. (A) Target yang telah terbukti untuk obat antibakteri dan (B) 

mekanisme resistensi antibiotik dalam bakteri (Khameneh et al., 

2019) 

 

 

2.3.1. Alkaloid sebagai antibakteri 

Salah satu golongan metabolit sekunder yang memiliki sifat antimikroba adalah 

Alkaloid. Alkaloid adalah kelompok metabolit sekunder yang besar dan beragam 

secara struktural yang berasal dari mikroba, tumbuhan atau hewan. Alkaloid dapat 

ditemukan disekitar 300 jenis tanaman. Alkaloid adalah struktur heterosiklik yang 

mengandung satu atau lebih atom nitrogen (Othman et al., 2019). Alkaloid 

heterosiklik dibagi menjadi beberapa macam yaitu alkaloid indol, alkaloid 

diketopiperazine, alkaloid pirolidin, alkaloid piperidin dan alkaloid heterosiklik 

lainnya seperti yang terlihat pada Gambar 4 (Bribi, 2018).  

 

Aktivitas antibakteri alkaloid telah terbukti dan banyak penelitian telah 

menunjukkan bahwa senyawa ini dapat memainkan peran penting dalam 

pengobatan banyak penyakit menular. Sebagian besar alkaloid bertindak melalui 

aktivitas EPI, yang merupakan mekanisme diduga fungsi antibakteri (Khameneh et 

al., 2019). Terdapat beberapa jenis alkaloid yang penting dengan aktivitas 

antibakteri yang kuat seperti piperin, berberin dan dictamin yang dapat dilihat pada 

Gambar 5. Piperin merupakan alkaloid tipe piperidine, diisolasi dari piper ngrum 

dan piper longum, jika digunakan bersama dengan ciprofloxacin dapat menghambat 

pertumbuhan S. aureus resisten dan juga nilai MIC untuk S. aureus berkurang 

secara nyata (Khan et al., 2006). Penerapan piperin sebagai EPI dan hasilnya 

menunjukkan bahwa senyawa ini mempengaruhi aktivitas NorA EP dari S. aureus 

dan MRSA (Khameneh et al., 2015). Biberin dikenal sebagai alkaloid isoquinolin 

dan telah banyak digunakan dalam pengobatan tradisional. Senyawa ini telah 

menunjukkan aktivitas terhadap bakteri, jamur, protozoa dan virus. Hasil penelitian 

pun menunjukkan bahwa sifat antibakterinya terkait dengan interaksi DNA, 

menargetkan RNA polimerase, girase dan topoisomerase IV dan akhirnya 

penghambatan pembelahan sel (Iwasa et al., 2001). 
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Gambar 4. Struktur kerangka heterosiklik yang termasuk kelompok alkaloid 

 

Senyawa biberin juga mampu menghambat fungsi sel bakteri melalui berbagai 

mekanisme seperti merusak struktur sel, serta protein dan DNA inhibitor sintesis 

yang mengakibatkan kematian bakteri. Hingga saat ini, biberin muncul sebagai 

antibiotik konvensional dan juga untuk mengatasi kendala resistensi antibiotik 

(Khameneh et al., 2019). Alkaloid quinolin, seperti diktamin telah menunjukkan 

aktivitas yang menjanjikan. Alkaloid kuinolin alami atau sintesis dapat 

menghambat enzim topoisomerase tipe II dan akibatnya, menghambat replikasi 

DNA juga (Heeb et al., 2011). Alkil metil quinolin dapat mengurangi konsumsi O2 

pada bakteri yang diobati dan karenanya, dapat dianggap sebagai penghambat 

pernapasan (Tominaga et al., 2002).  
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Gambar 5. (1) Piperin, (2) biberin dan (3) diktamin (Khameneh et al., 2019). 

 

2.4. Kultivasi 

Kultivasi merupakan sebuah metode peremajaan mikroba dalam media buatan di 

luar habitat alaminya secara aseptik. Kultivasi bertujuan untuk memperbanyak 

jumlah mikroba dengan cara menumbuhkan mikroba tersebut dalam media biakan 

secara in vitro di laboratorium (Purnomo et al., 2008). Metode kultivasi yang sering 

digunakan sebagai metode peremajaan adalah solid state fermentation (SSF). SSF 

adalah metode fermentasi yang dilakukan tanpa adanya cairan yang mengalir bebas 

(walaupun mengandung cukup air untuk pertumbuhan mikroorganisme), 

menggunakan bahan yang tidak larut yang bertindak sebagai pendukung padat dan 

sumber nutrisi (Castro et al., 2018). 

 

Metode SSF umumnya memiliki kadar air yang bervariasi dari 30% sampai 80% 

dan berfungsi sebagai pelarut untuk menyediakan nutrisi, mengais sisa 

metabolisme, dan untuk mempertahankan struktur biologis yang terorganisir pada 

tingkat molekuler dan seluler (Gervais and Molin, 2003). SSF saat ini digunakan 

dalam berbagai aplikasi termasuk aplikasi klasik, seperti produksi enzim atau 

antibiotik, produk yang dikembangkan baru-baru ini, seperti senyawa bioaktif dan 

organic acids. Organisme yang dapat tumbuh dalam fermentasi padat adalah jamur, 

termasuk jamur Aspergillus sp. dan Penicillium sp. yang dapat menghasilkan 

senyawa antibiotik (Jimenez and Martinez, 2017). 
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2.4.1. One Strain Many Compounds (OSMAC) 

Metabolit sekunder mikroba memiliki berbagai aktivitas biologis karena keragaman 

strukturalnya dan terbukti sebagai sumber utama senyawa obat. Namun, metode 

tradisional dengan cara kultur tunggal membatasi jalur metabolisme mikroba dan 

akibatnya banyak metabolit yang tidak terbentuk (Wei et al., 2010). Parameter 

pendekatan OSMAC seperti mengubah kandungan nutrisi, suhu, dan laju aerasi, 

mengubah fisiologi global strain mikroba dan secara signifikan mempengaruhi 

metabolisme sekundernya (Romano et al., 2018). 

 

Pendekatan OSMAC digunakan sebab dapat memaksimalkan produktivitas 

biosynthetic gene cultures (BGCs) dari mikroorganisme (Pan et al., 2019). 

Beberapa penelitian yang pernah dilakukan untuk mendapatkan metabolit sekunder 

dengan pendekatan OSMAC, seperti yang dijelaskan oleh Romano et al., (2018) 

dimana ia memodifikasi pertumbuhan dengan mengubah parameter pertumbuhan 

mikroba seperti suhu, salinitas, dan aerasi pada jamur Aspergillus ochraceus. 

Kemudian jamur tersebut dapat menghasilkan 15 metabolit sekunder tambahan, 

sementara sebelumnya hanya diketahui menghasilkan satu metabolit bernama 

aspinonene. 

 

2.5. Uji Antibakteri 

Antibakteri adalah suatu senyawa yang digunakan untuk menghambat bakteri dan 

biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekunder. Secara 

umum, mekanisme kerja senyawa antibakteri dilakukan dengan cara merusak 

dinding sel, mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein, dan 

menghambat kerja enzim. Pengujian aktivitas antibakteri adalah teknik yang 

digunakan untuk mengukur seberapa besar potensi atau konsentrasi senyawa dapat 

memberikan efek bagi mikroorganisme. Salah satu uji antibakteri adalah skrining 

ekstrak fungi dengan metode mikrodilusi menggunakan microplate 96-wells. 

Metode ini biasanya digunakan untuk menentukan konsentrasi hambat minimum 

(KHM) sampel antibakteri terhadap bakteri uji yang dapat didefinisikan sebagai 
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konsentrasi (mg/L) pertubuhan bakteri yang terlihat dapat dicegah dengan kondisi 

yang telah ditentukan (Wiegand et al., 2008). 

 

Pada penelitian ini pertumbuhan bakteri dilihat dengan cara pengukuran kekeruhan 

menggunakan alat Hospitex Diagnosics. Adanya perubahan media dari bening 

menjadi keruh pada metode dilusi cair menandakan bahwa bakteri telah tumbuh. 

Parameter yang diukur pada metode dilusi cair adalah tingkat kekeruhan yang 

ditunjukkan dengan Optical Density (OD), yakni kerapatan pertumbuhan bakteri 

dibandingkan dengan blanko (Pratiwi, 2008). Apabila suspensi bakteri pada 600 nm 

telah sesuai dengan standar McFarland 0,5 (0,08-0,1), bakteri telah dapat digunakan 

untuk pengujian. Perbaikan metode mikrodilusi dilakukan dengan penambahan 

resazurin sebagai indikator redoks. Uji reduksi resazurin tidak mahal dan tidak 

beracun bagi sel pada konsentrasi rendah dan memiliki periode inkubasi singkat 

yaitu <4 jam (Gloeckner et al., 2001). Sel bakteri aktif mereduksi senyawa non-

fluoresazurin (biru) ke resofurin fluoresen (merah atau merah muda) (O’brain et al., 

2000) dan sinyal fluoresen yang kuat diukur menggunakan spektrofotometer untuk 

memberikan penilaian komprehensif aktivitas metabolik seluler secara non invasif 

dalam populasi sel. Mekanisme sel bakteri yang hidup ketika diberi resazurin dapat 

dilihat  Gambar 6.  

 

 

Gambar 6. Sel bakteri menyebabkan reduksi resazurin menjadi resofurin (Elshikh 

et al., 2016). 

 

2.6. Bakteri Uji 

Bakteri adalah jenis mikroorganisme yang tidak dapat dilihat dengan mata 

telanjang. Bakteri merupakan organisme yang paling banyak jumlahnya 

dibandingkan organisme lain dan tersebar luas di seluruh dunia. Bakteri juga 
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merupakan mikroorganisme yang termasuk dalam kelompok prokariota, karena 

tidak memiliki dinding inti yang berbeda dan sejati. Jadi seluruh bagian inti mereka 

tersebar di sekitar DNA dalam kromosom, tetapi mereka luas dan bebas di dalam 

kromosom (Rini dan Rochmah, 2020). 

 

Berdasarkan strukturnya, bakteri dibedakan menjadi dua yaitu struktur dasar dan 

struktur tambahan. Struktur dasar meliputi dinding sel, membran plasma, 

sitoplasma, ribosom, granula dan DNA. Struktur tambahan termasuk kapsul, 

flagella, fimbriae, klorosom, vakuola dan endospora. Berdasarkan struktur dinding 

sel, bakteri dibagi menjadi dua kelompok: Gram-positif dan Gram-negatif. Gambar 

7 menunjukkan perbedaan struktur dinding sel bakteri Gram positif dan Gram-

negatif. Bakteri Gram-positif memiliki struktur dinding sel monolayer (sel tunggal) 

dengan ketebalan sekitar 15-80 nm. Bakteri Gram-negatif, disisi lain memiliki 

struktur dinding sel tipis sekitar 10-15 nm (Rini dan Rochman, 2020). 

 

 

Gambar 7. Membran sel bakteri Gram positif dan Gram negatif 

(Koentrojo dan Prasetyo, 2020). 

 

Selain itu memiliki perbedaan lain, pada bakteri Gram-positif memiliki kandungan 

lipid rendah (1-4%), terdapat asam teikoat, peptidoglikan, sebagai lapisan tunggal 

dan lebih rentan terhadap penicillin. Sedangkan bakteri Gram-negatif memiliki 

kandungan lipid tinggi (11-22%), tidak terdapat asam teikoat, peptidoglikan ada 

dalam lapisan kaku dan kurang rentan terhadap penicillin (Boleng, 2015). 
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2.7. Bakteri Patogen 

Bakteri patogen adalah bakteri yang dapat menimbulkan penyakit baik melalui 

invasi langsung atau penyebaran melalui makanan. Pengobatan infeksi yang 

disebabkan bakteri patogen melibatkan penggunaan antibiotik, obat yang telah 

diformulasikan khusus untuk membunuh bakteri (Sirinivasan et al., 2015). Bakteri 

patogen yang digunakan pada penelitian ini adalah S. aureus dan P. aeruginosa. 

 

2.7.1. Staphylococcus aureus 

S. aureus adalah sekelompok bakteri kokus (globular) yang hidupnya suka 

bergerombol seperti yang terlihat pada Gambar 8. S. aureus adalah bakteri Gram-

positif, dengan diameter 0,5-1,5 μm, dalam satu koloni berbentuk bulat, dapat hidup 

dilingkungan dengan rentan konsentrasi garam yang tinggi. S. aureus adalah 

mikroorganisme patogen terhadap manusia, resistensi terhadap antibiotik salah 

satunya vankomisin, vankomisin adalah antibiotik glikopeptida yang digunakan 

untuk perawatan infeksi Gram-positif termasuk metisilin Staphylococcus aureus 

(MRSA) (Stoessel et al., 2018). 

 

 

Gambar 8. Staphylococcus aureus (CDC, 2011) 

 

S. aureus juga dapat menyebabkan infeksi berat, pada manusia terutama infeksi 

kulit dan septicemia terkait dengan S. aureus (Monecke et al., 2011). Bakteri S. 

aureus pada hewan juga dapat menyebabkan berbagai infeksi, termasuk infeksi 

kulit, infeksi luka dan mastitis (Schwarz et al., 2013). 
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2.7.2. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa adalah bakteri Gram-negatif aerodobligant, berkapsul, mempunyai 

flagella polar sehingga bersifat motil, berukuran sekitar 0,5-1,0 μm seperti yang 

terlihat pada Gambar 9. Bakteri ini tidak menghasilkan spora dan tidak dapat 

memfermentasikan karbohidrat (Toyofoku, 2011). P. aeruginosa merupakan 

bakteri oportunis yaitu bakteri yang menyebabkan infeksi hanya pada orang yang 

keadaan imunnya menurun. P. aeruginosa juga dapat membentuk biofilm yang 

terbuat dari kapsul glikokaliks untuk mengurangi keefektifan mekanisme sistem 

imun inang sehingga dapat mempertahankan hidup lebih lama (Gould dan Brooker, 

2003).  

 

 

Gambar 9. Pseudomonas aeruginosa (CDC, 2019) 

 

2.8. Karakterisasi 

Karakterisasi senyawa yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dan 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) 
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2.8.1. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-

MS/MS) 

LC-MS/MS adalah instrumen analisis yang menggabungkan kromatografi cair 

sebagai pemisah komponen-komponen analit dalam sampel, dengan spektrometri 

massa sebagai detektor. LC-MS/MS dengan konfigurasi yang dioptimalkan 

meningkatkan sensitivitas, pengulangan dan kekokohan analisis MS dan 

meningkatkan kualitas data. Secara instan meningkatkan kinerja hampir semua 

eksperimen LC-MS terlepas dari jenis atau merek MS yang digunakan (Waters, 

Beverly, MA, USA). 

 

Kolom LC dapat memisahkan hampir semua campuran yang bisa dilarutkan, 

sedangkan spektrometri massa akan mengionisasi peak yang dipisahkan dan 

menghasilkan berat molekul untuk setiap komponen dari peak tersebut. Sistem LC-

MS/MS dapat menghasilkan pola fragmentasi yang khas dari ion induk (parent ion) 

dan dapat memisahkan ion pemecah (daughter ion) untuk proses identifikasi dan 

kuantifikasi. Komponen dasar sistem LC-MS/MS adalah sistem pompa LC, kolom 

pemisahan, interface ionisasi, MS: sistem vakum, lensa fokus, analyzer, detektor 

ion dan sistem data/kontrol. 

 

Quadrupole Time of Flight (QTof) adalah aplikasi metode spektrometri massa, 

penentuan berat molekul didasarkan pada rasio massa terhadap muatan (m/z) 

molekul dan Flight time di medan listrik. Kombinasi dengan kromatografi cair 

memberikan hasil analisa yang akurat dan berguna untuk penelitian terkait analisis 

protein, peptida, polinukleotida, proteomik dan metabolomik (Hermita dkk., 2019). 

 

2.8.2. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

Spektrofotometri inframerah merupakan salah satu jenis instrumen analisis kimia 

yang digunakan untuk penentuan sekaligus identifikasi gugus fungsi yang berikatan 

dalam suatu senyawa, prinsip kerja dari instrumen tersebut dengan radiasi 

elektromagnetik dilewatkan pada sampel analit dengan panjang gelombang diantara 
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400-4000 cm-1, kemudian terjadi interaksi ikatan-ikatan molekul dalam analit yang 

diserap sehingga mengalami peregangan (stretching) ataupun terjadi penekukkan 

(rocking) ikatan molekul senyawa, maka diserap kembali energi oleh molekul 

tersebut. Serapan tersebut direkam detektor kemudian diubah menjadi pita serapan 

dengan bilangan gelombang tertentu dan spesifik gugus fungsi suatu senyawa 

(Atkins et al., 2013).



 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Agustus 2022 sampai Januari 2023 

yang bertempat di Unit Pelaksanaan Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi 

dan Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung meliputi preparasi sampel dan 

instrumen FTIR. Analisis LC-MS/MS dilakukan di Laboratorium Forensik Badan 

Reserse Polri Sentul Bogor. Lokasi pengambilan sampel mangrove dilakukan di 

hutan mangrove Petengoran, Desa Gebang, Kec. Padang Cermin, Kab. Pesawaran, 

Lampung. 

 

3.2. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas, mikropipet, pinset, 

gunting, cutter, ose, oven, pembakar spiritus, hot plate, spatula, karet gelang, 

spidol, microplate 96-well IWAKI, mikrotip, autoclave Tony SX-700, neraca 

analitik Wigen Houser, rotary evaporator Buchii/R210, laminar air flow 

ESCO/AVC4A1, incubator Memmert-German/INC-02, mikroskop cahaya axio 

Zeiss A1, scanning electron microscopy (SEM) Zeiss EVO MA10, Hospitex 

reader, seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan plat alumunium 

silica gel DC kiesel 60F254, lampu UV Kohler/SN402006, kolom kaca, coverslip, 

tabung Eppendorf microtube, kasa, aluminum foil, plastik wrap dan plastik tahan 

panas. 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi agar, akuades, air laut buatan, 

koloid kitin, spiritus, etil asetat (EtOAc), metanol (MeOH) pa, n-heksan, alkohol 
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70%, reagen visualisasi KLT meliputi Ce(SO4)2 dan dragendorff , MeOH 12,5%, 

Tryptic Soy Broth (TSB), Malt Extract (ME), methylene blue, resazurin, media 

kultivasi (beras, kentang dan kulit udang), bakteri patogen (S. aureus dan P. 

aeruginosa) dan antibiotik kloramfenikol. 

 

3.3. Prosedur Penelitian 

Penelitian ini melakukan beberapa tahapan yang dapat dilihat pada Lampiran 1. 

 

 

3.3.1. Isolasi Fungi dari Mangrove  
 

Sampel mangrove dikoleksi dari hutan mangrove Petengoran, Pesawaran, 

Lampung, Indonesia pada 28 April 2022. Pengambilan sampel dilakukan secara 

acak pada 4 yang berbeda dapat dilihat pada Lampiran 2. Bagian mangrove berupa 

sepotong kecil bagian batang, akar dan daun yang telah dibilas dan dihomogenka 

dalam air laut steril digunakan sebagai sumber fungi endofit. Bagian tumbuhan 

mangrove yang telah steril diletakkan pada media agar koloid kitin 1%. Isolat yang 

telah dimurnikan digores pada agar ME pada suhu 40 oC. 

 

3.3.2. Morfologi Fungi Endofit Mangrove 

Fungi yang ditempatkan pada media dan ditutup dengan coverslip kemudian 

diidentifikasi secara morfologis sebagai fungi dengan mikroskop cahaya, 

menggunakan mikroskop Observer A1 Zeiss. Malt Extract Agar (MEA) dan TSB 

dituangkan pada petridish dan dibiarkan memadat. Organisme kemudian 

digoreskan di atas media dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 2-3 hari 

(Goodfellow et al., 2012). Selain menggunakan mikroskop cahaya, pengamatan 

morfologi fungi dilakukan dengan SEM. SEM dilakukan untuk mempelajari 

susunan miselium dan spora dari jamur yang diisolasi. Fungi ditumbuhkan pada 

media standar setelah 4 hari dan sebagian kecil kaca penutup dipotong 

menggunakan mikrotom SLEE Disposable Blades sehingga diperoleh potongan 
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berukuran 0,5 cm dengan ketebalan 0,1 cm. Sampel yang telah disiapkan 

ditempatkan pada stub, yang difiksasi dengan tab perekat karbon. Permukaan atas 

setiap rintisan kemudian dilapisi, di bawah vakum, dengan lapisan emas. Proses 

pelapisan emas (Quorum Q150R ES, Jerman) selesai dalam ~20 menit. Rintisan 

logam berlapis emas dilihat pada SEM pada tegangan percepatan 20 Kv (Setiawan 

et al., 2022).  

 

3.3.3. Kultivasi, Ekstraksi dan Partisi 

Isolat fungi endofit diinokulasi dengan media cair koloid kitin sebanyak 20 mL 

pada erlenmeyer 100 mL, kemudian didiamkan selama 7 hari. Selanjutnya 2 mL 

inokulum ditambahkan pada masing-masing petridish (15x100 nm) yang berisi 

media padat kulit udang, beras dan kentang dengan masing-masing 10 g, mengacu 

pada (Setiawan et al., 2021). Pengerjaan kultivasi dilakukan secara triplo, isolat 

fungi endofit dikultur selama 14 hari pada suhu kamar dengan keadaan statis. 

Selanjutnya biomass fungi hasil kultivasi diekstrak menggunakan EtOAc sebanyak 

(100 mL) 2× ekstraksi. Ekstrak EtOAc yang diperoleh dipekatkan menggunakan 

evaporator pada suhu 40o dan tekanan 95 mbar. Ekstrak EtOAc selanjutnya 

dilakukan partisi dengan menggunakan MeOH dan n-hexan (1:1) 2× pengulangan 

ekstraksi. 

 

3.3.4. Uji Aktivitas Antibakteri 

Ekstrak fungi diuji menggunakan microplate 96-well sesuai dengan pedoman 

Clinical and laboratory standards institute (CLSI 2017). Secara singkat, 

pengenceran dilakukan dua kali lipat dari ekstrak dibuat dengan melarutkan 2 mg 

ekstrak fungi dalam 1 mL MeOH 12,5% (2,0 μg mL-1) dan 50 μL larutan ekstrak 

dan 25 μL suspensi bakteri ditambahkan ke masing-masing well. Suspensi bakteri 

dibuat dari 12 jam koloni murni S. aureus dan P. aeruginosa. Suspensi disesuaikan 

dengan kekeruhan standar 0,5 McFarland (108 CFU mL-1) dan selanjutnya 

diinkubasi selama 18-24 jam pada 37 oC. Sumur dengan MeOH 12,5% digunakan 
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sebagai kontrol pelarut dan well tanpa bakteri digunakan sebagai kontrol 

kontaminasi. Kontrol ekstrak juga disertakan, setiap perlakuan dilakukan secara 

triplo, kemudian ditempatkan dalam inkubator selama 18 jam dan diukur nilai 

absorbansi (Abs) diukur pada 630 nm menggunakan Hospitex reader (Italia). 

selanjutnya, uji Minimum Inhibition Concentration (MIC) hanya dilakukan pada 

ekstrak aktif (Elsikh et al., 2016). 

 

3.3.5. Karakterisasi  

Karakterisasi ekstrak EtOAc hasil isolat unggul dilakukan menggunakan Fourier 

Transform Infrared (FTIR) dan LC-MS/MS berbasis M+. Fraksi aktif dilakukan 

dalam MeOH dan dianalisis menggunakan LC-MS/MS, yang dilengkapi dengan 

ACQUITY sistem UHPLC (Waters), kolom ACQUTY UPLC HSS C18 (1,8 μm 

2,1 × 100 mm (Waters) dan Xevo G2-S Qtof Mass Spectro (Waters) (Widyastuti et 

al., 2022).



 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Adapun kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Telah berhasil diisolasi 17 isolat fungi endofit mangrove yang berasal dari 

hutan mangrove Petengoran, Kab. Pesawaran, Lampung. Berdasarkan jenis 

fungi didapatkan jenis Aspergillus sp (10 isolat) Trichoderma sp. (6 isolat) dan 

Penicillium sp. (1 isolat). 

2. Berdasarkan hasil skrining antibakteri, ekstrak EtOAc dari media kulit udang 

dengan kode isolat 22-PSP1-F1, 22-PSP4-F2, 22-PLP2-F2 dan 22-PLP1-F1 

mampu menghambat pertumbuhan S. aureus dengan persentase penghambat 

sebesar 74,6; 74,4; 68,9 dan 74,7% pada konsentrasi 250 μg/mL. 

3. Hasil Uji antibakteri terhadap 6 fraksi dari ekstrak 22-PLP1-F1 menunjukkan 

bahwa 22-PLP1-F1-KU-MeOH (ekstrak kulit udang) mampu menghambat 

pertumbuhan S. aureus dengan persentase penghambat sebesar 75,2% pada 

konsentrasi 250 μg/mL. 

4. Hasil karakterisasi FTIR menunjukkan serapan bilangan gelombang 1267 cm-1 

mengindikasikan serapan C-N, serapan ikatan O-H yang muncul pada bilangan 

gelombang 3287 cm-1 dan daerah serapan 1647 dan 1707 cm-1 diidentifikasi 

sebagai gugus C=O 

5. Hasil analisis LC-MS/MS berbasis M+ menunjukkan adanya komponen 

senyawa turunan pirazin yaitu siklo(L-Leu-trans-4-hidroksi-L-Pro) dengan 

formula molekul C11H18N2O3 dan m/z 227. 
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5.2. Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan perlu adanya kajian lebih lanjut 

mengenai aktivitas dari isolat 22-PLP1-F1 sebagai antifungal dan antikanker, serta 

untuk mengetahui struktur spesifik senyawa yang didapatkan perlu dilakukannya 

pemurnian dan karakterisasi NMR. 
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