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ABSTRACT

ISOLATION OF ANTIBACTERIAL SECONDARY METABOLITE-
PRODUCING BACTERIA FROM MANGROVE SEDIMENTS IN
LAMPUNG REGION

By

LOUSANJA DIRA SA’UDDAH

Mangrove ecosystems support ecological balance that acts as a habitat for
various microorganisms that have the potential to produce bioactive compounds.
Bioactive compounds from microbes have the potential to be an alternative as an
effective antibacterial in suppressingthe level of resistance of pathogenic microbes,
which is a global problem. This study aimed to obtain bacteria-producing
antibacterial bioactive compounds from microbes associated with mangrove
sediments. Forty-six pure cultures from mangrove sediments were successfully
isolated using Nutrient Agar, Zobell Marine, and Mueller Hinton media.
Antibacterial screening of the 46 isolates yielded five isolates producing bioactive
compounds. Extraction of bioactive compounds from the five isolates and further
tests against pathogens, only the crude extract from isolate MHLM3-P2-B1 has
antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus
with a powerful inhibition category. Based on TLC and FTIR analysis, the active
fraction of isolate MHLM3-P2-B1 indicates the presence of alkaloid compounds.
The results of gram staining and SEM observation of isolate MHLM3-P2-B1
showed that the isolate was Gram Negative bacteria and bacillus-shaped. The
results showed that bacteria isolate MHLM3-P2-B1 associated with Sriminosari
mangrove sediments produced antibacterial bioactive compounds. Further
exploration of bioactive compounds from this isolate is expected to help develop
engineeringbiogenesis science in obtainingcompounds that benefit pharmaceutical
applications.

Keywords: Mangrove Ecosystem, Bioactive Compounds, Antibacterial.



ABSTRAK

ISOLASI BAKTERI PENGHASIL METABOLIT SEKUNDER
ANTIBAKTERI DARI SEDIMEN MANGROVE WILAYAH LAMPUNG

OLEH

LOUSANJA DIRA SA’UDDAH

Ekosistem mangrove mendukung keseimbangan ekologis yang berperan
sebagai habitat beragam mikroorganisme yang memiliki potensi sebagai penghasil
senyawa bioaktif. Senyawa bioaktif dari mikroba berpotensi menjadi alternatif
sebagai antibakteri yang efektif dalam menekan tingkat resistensi mikroba patogen
yang menjadi permasalahan global. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
bakteri penghasil senyawa bioaktif antibakteri dari mikroba yang berasosiasi dari
sedimen mangrove. Empat puluh enam biakan murni dari sedimen mangrove
berhasil diperoleh dari hasil isolasi menggunakan media Nutrient Agar, Zobell
Marine, dan Mueller Hinton. Skrining antibakteri terhadap 46 isolat tersebut
memeproleh 5 isolat penghasil senyawa bioaktif. Ekstraksi senyawa bioaktif dari
5 isolat tersebut dan uji terhadap patogen, hanya ekstrak kasar dari isolat MHLM3-
P2-B1 yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomona aeruginosa dan
Staphylococcus aureus dengan kategori inhibisi sangat kuat. Berdasarkan analisis
KLT dan FTIR fraksi aktif dari isolat MHLM3-P2-B1 mengindikasikan adanya
kandungan senyawa alkaloid. Hasil pewarnaan gram dan pengamatan SEM isolat
MHLM3-P2-B1 menunjukkan bahwa isolat tersebut adalah bakteri Gram Negatif
dan berbentuk basil. Hasil penelitian menunjukkan bahwa bakteri yang berasosiasi
pada sedimen mangrove Sriminosari dengan isolat MHLM3-P2-B1 menghasilkan
senyawa bioaktif antibakteri. Eksplorasi lebih lanjut senyawa bioaktif dari isolat
ini diharapkan bermanfaat untuk pengembangan ilmu biogenesis rekayasa dalam
menghasilkan senyawa yang memiliki manfaat dalam aplikasi dibidang farmasi.

Kata Kunci: Ekosistem Mangrove, Senyawa Bioaktif, Antibakteri.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Ekosistem mangrove memiliki peran yang sangat penting di wilayah tropis dan
subtropis. Lingkungan mangrove berada pada zona peralihan antara daratan dan
lautan sehingga menciptakan zona buffer yang penting serta mampu menjadi
penghalang erosi oleh angin dan ombak laut (Nathan et al., 2020). Hutan yang
mengalami pasang-surut ini merupakan lingkungan yang sangat produktif dengan
komunitas mikroba yang kuat. Hutan mangrove dapat berfungsi sebagai salah satu
tempat perkembangbiakan berbagai kelompok mikroorganisme seperti bakteri.
Keberadaan bakteri-bakteri ini dapat ditemukan di sekitar perakaran (bakteri
rizosfer) dan tanah mangrove. Mikroorganisme yang terdapat di sedimen laut
memiliki keistimewaan kondisi ekologis dimana mikroorganisme tersebut harus
mampu bersaingdengan spesies yanglain, mereka harus mampumentolerir kondisi
fisik seperti salinitas tinggi, suhu rendah, dan tekanan atmosfer tinggi. Mikroba ini
memiliki mekanisme pertahanan diri yang cukup baik. Seperti halnya di hutan
daratan, bakteri dalam sedimen mangrove memiliki peran krusial dalam ekosistem
perairan dasar sebagai pengurai sisa-sisa bahan organik dan pengolah nutrisi yang
sangat penting. Keberadaan organisme-organisme ini di lingkungan yang ekstrem

meningkatkan potensi mereka dalam menghasilkan senyawa metabolit yang baru.

Keberadaan hutan mangrove di Indonesia mencapai 25% dari total luas hutan
mangrove didunia (Zainuddindan Gunawan, 2014). Provinsi Lampungmerupakan
salah satu provinsi di Indonesia yang memiliki kawasan hutan mangrove. Menurut
Walhi (2014) provinsi Lampung memiliki luas hutan mangrove mencapai 3.108 ha

atau sekitar 3.315 ha dari potensi luas lahan 93.938,84 ha. Desa Margasari
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Kecamatan Labuhan Maringgai Kabupaten Lampung timur merupakan salah satu
daerah yang memiliki kawasan hutan mangrove. Hutan mangrove di Desa
Margasari memilikiluas kuranglebih 700 hayangberada diPantai Timur Lampung
(Lembaga Penelitian Unila., 2010). Pada tahun 2014 hutan mangrove Desa
Margasari sudah mencapai 817,59 ha (Putra et al., 2015). Dengan luas hutan
mangrove yang mencapai ribuan hektare ini, Lampung menjadi daerah yang
menjanjikan dalam penemuan mikroorganisme baru yang dapat menghasilkan

senyawa metabolit sekunder.

Ekosistem mangrove menjadi salah satu lingkungan laut yang berpotensi sebagai
penghasil senyawa bioaktif (Kumar and Jadeja, 2016). Ekosistem mangrove
merupakan habitat dari beragam mikroorganisme termasuk actinomycetes, bakteri,
jamur, cyanobacteria, mikroalga, makroalga, dan protozoa yang menghasilkan
senyawa bioaktif. Senyawa bioaktif dapat diperoleh dari berbagai sumber, seperti
tumbuhan, hewan, mikroba dan organisme laut (Soamole et al., 2018), temasuk
berasal dari kawasan ekosistem mangrove. Senyawa bioaktif dari mikroba dapat
diperoleh dengan membiakkan mikroba dengan mudah sehingga tidak merusak
ketersediaan sumber penghasil mikroba seperti halnya tanaman. Senyawa bioaktif
memiliki potensi yang besar untuk pengembangan obat dimasa depan. Senyawa
bioaktif dapat digunakan sebagai alternatif pengembangan antibakteri untuk

menekan tingkat resistensi (Devi et al., 2012).

Resistensi mikroba patogen merupakan permasalahan global yang perlu banyak
mendapatkan perhatian khusus. Resistensi bakteri terhadap antimikroba yang
berkembang dengan cepat merupakan masalah yang mendesak dan lebih serius
daripada infeksi jamur dan virus. Padatahun 2050 diprediksi resistensi mikroba
patogen akan membunuh 10 juta manusia jika tidak segera dilakukan tindakan
penangannya (Romano etal., 2018). Meskipun resistensi bakteri tidak merata di
semua spesies, Infectious Disease Society of America (IDSA) telah
mengidentifikasi enam spesies bakteri sebagai patogen yang sangat berbahaya
karena kemampuan mereka dalam mengembangkan resistensi terhadap banyak
jenis obat dan tingkat patogenisitas yang tinggi (Boucher et al., 2009). Spesies-
spesies ini termasuk Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
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pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, dan
Enterobacter sp. yang dikenal sebagai patogen ESKAPE. Patogen ESKAPE ini
sering menjadi penyebab infeksi serius atau mengancam jiwa, terutama pada
individu dengan sistem kekebalan tubuh yang lemah, pasien yang sakit parah, dan
anak-anak (Schultz et al., 2020). Upaya penanganan resistensi mikroba sudah
banyak dilakukan, salah satunya yaitu dengan memperoleh alternatif senyawa baru
antimikroba yang mampu bekerja secara lebih efektif. Sebagian besar bakteri yang
berasosiasi dengan sedimen mangrove dengan sifat bioaktif potensial membentuk

sumber aplikasi farmasi yang berharga (Sarkar and Suthindhiran, 2022).

Seperti penelitian yang telah dilakukan oleh Rajan et al (2021) didapatkan 40 strain
bakteri yang berafiliasi dengan spesies mangrove, Acanthus ilicifolius dan
Avicennia ofcinalis. Bakteri sedimen mangrove yang terkait dengan A. llicifolius
dan A. Ofcinalis di dapatkan dari ekosistem mangrove Mangalavanam di Negara
bagian Kerala India telah dievaluasi menggunakan berbagai model in vitro untuk
penilaian sifat farmakologis. Bakteri yang menunjukkan aktivitas antioksidan dan
antimikroba yang signifikan diisolasi, diidentifikasi dan dikarakterisasi secara
biokimia dan 16S rRNA. Salah satu bakteri yang berhasil diisolasi dari sedimen
mangrove, Bacillus amyloliquefaciens MBMS5 menunjukkan aktivitas
antimikroba yang signifikan terhadap berbagai bakteri patogen seperti Aermonas
caviae, Vibrio parahemolyticus, dan Staphylococcusaureus. Bagian utama (47%)
dari isolat bakteri bioaktif ditemukan milik filum Firmicutes. Bacillus sp., salah
satu dari filum Firmicutes yang dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri dan

antijamur yang potensial (Penesyan et al., 2010).

Beberapa penelitian sebelumnya telah dilakukan isolasi bakteri dari sedimen
mangrove pada wiliayah geografis tertentu. Wilayah geografis memiliki kondisi
lingkungan yang berbeda termasuk pada perbedaan suhu, kelembaban, nutrisi, dan
faktor lingkungan lainnya. Hal ini mengakibatkan keterbatasan dalam representasi
keanekaragaman bakteri dan senyawa antibakteri di seluruh dunia. Berdasarkan
penjelasan sebelumnya, kawasan hutan mangrove provinsi Lampung memiliki
potensi yang besar untuk eksplorasi keberagaman bakteri sebagai penghasil

metabolit sekunder antibakteri. Penelitian ini dilakukan kerena mengingat
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pentingnya memperoleh sumber daya alam baru sebagai potensi pengembangan

ilmu dibidang farmakologis.

Berdasarkan uraian diatas, telah dilakukan eksplorasi bakteri yang berasosiasi pada
sedimen mangrove khususnya di wilayah Lampung. Selanjutnya telah dilakukan
identifikasi bakteri dan karakterisasi ekstrak etil asetat yang difokuskan pada
kemampuan antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus

aureus.

1.2. Tujuan

Tujuan dari penelitian ini sebagai berikut :

1. Mendapatkan isolat bakteri yang berasosisasi dengan sedimen mangrove di
sekitar kawasan hutan mangrove Lampung.

2. Melakukan uji aktivitas antibakteri dari isolat yang diperoleh.

3. Mengkarakterisasi bioaktif ekstrak kasar isolat bakteri menggunakan KLT dan
FTIR.

1.3. Manfaat

Penelitian ini akan menambah informasi mengenai adanya potensi senyawabioaktif
antibakteri pada bakteri yang berasosiasi dengan sedimen mangrove. Selain itu,
informasi yang diperoleh dapat digunakan untuk menunjang perkembangan ilmu
biogenesis rekayasa dalam menghasilkan senyawa yang memiliki manfaat dalam

aplikasi dibidang farmasi



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Ekosistem Mangrove

Salah satu potensi utama pesisir Indonesia adalah ekosistem mangrove yang
memiliki peran penting dalam menyimpan spesies dan menyediakan berbagai
layanan dan jasa ekosistem. Indonesia memiliki luas tiga juta hektare area
mangrove, menjadikan negara dengan luas mangrove terbesar di dunia. Hutan
mangrove tersebar di seluruh Indonesia, dengan ekosistem regional yang penting
terutama terdapat di Papua, Kalimantan, dan Sumatra (Giri et al., 2011). Hutan
mangrove selalu tergenangair saatair laut pasangdan mengalamilumpur tebal saat
air laut surut (Prasetyo et al., 2017). Mangrove adalah istilah umum untuk variasi
komunitas pantai tropis yang didominasi oleh beberapa spesies pohon khas atau
semak-semak (Nybakken, 1992).

Ekosistem mangrove atau hutan bakau tidak hanya terdiri dari pohon bakau
(Rhizophora spp) saja, tetapi juga melibatkan keberadaan pohon, semak, liana
semak, paku, dan palem bakau (Djohan etal., 2015). Selain flora yang beragam,
mangrove juga menyimpan keragaman fauna yang kaya dari berbagai tingkatan
taksonomi (Nooretal.,2006). Masyarakat dapat mengandalkannyasebagai sumber
mata pencarian dan pangan bagi keluarga (Armitage, 2002), serta mengapresiasi
nilai estetika, rekreasi, dan nilai religi dan spiritual (UNEP, 2014). (MEA, 2005)
secaraumum mengklasifikasikan jasa ekosistem sebagai provisioning service (jasa
penyedia), regulating service (jasa pengatur), supporting service (jasa pendukung),
dan cultural service (jasa kebudayaan).

Indonesia memiliki laju kerusakan mangrove terbesar di dunia (Campbell and

Brown, 2015). Sekitar 40% hutan mangrove di Indonesia telah hilang dalam tiga
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puluh tahun terakhir akibat konversi lahan menjadi tambak udang (Sumatera,
Sulawesi, dan Jawa Timur), pertanian, atau tambak garam (Jawa dan Sulawesi),
sertamengalamidegradasi akibattumpahanminyak (Kalimantan Timur) dan polusi
(FAO, 2007).

Hutan mangrove di Indonesia memiliki luas yang cukup besar, mencakup sekitar
23% dari total ekosistem mangrove di seluruh dunia. Sepanjang 95.000 kilometer
pesisir Indonesia, diperkirakan terdapat sekitar 3 juta hektar hutan mangrove (Giri
et al., 2011). Sayangnya, hutan mangrove terus mengalami penyusutan akibat
tingginya tingkat pembangunan (Ghufron, 2012). Meskipun demikian, ekosistem
hutan mangrove memiliki peran penting sebagai sumber daya alam di wilayah
pesisir, baik dari perspektif sosial, ekonomi, maupun ekologis. Hutan mangrove
berfungsi sebagai penyeimbang ekosistem dan menyediakan berbagai kebutuhan
hidup bagi manusia dan makhluk hidup lainnya. Kedudukan hutan mangrove
sebagai penghubung antara ekosistem laut dan ekosistem daratan memiliki fungsi

yang tak ternilai dan tak dapat digantikan oleh ekosistem lain.

Ekosistem hutan mangrove terbentuk di daerah yang mengalami pelumpuran dan
akumulasibahan-bahanorganik, ditempatyangterlindungdariarus dan gelombang
air laut. Kondisi ekosistem mangrove termasuk dalam kategori ekstrem, dengan
tanah yang memiliki aerasi yang kurang, kandungan garam atau salinitas yang
tinggi, serta mengalami penggenangan akibat pasang surut air laut. Ekosistem
mangrove menghasilkan senyawa organik melalui produksi serasah oleh
mikroorganisme dekomposer, yang kemudian menjadi sumber makanan bagi
organisme yang hidup di ekosistem mangrove. Hal ini membuat tanah hutan
mangrove menjadi kaya akan bahan organik (Aida et al., 2014). Aktivitas
mikroorganisme tersebut tergantung pada ketersediaan karbon yang dioksidasi.
Karbon, bersama dengan unsur lain seperti fosfor (P) dan nitrogen (N), melalui
proses fotosintesis menghasilkan jaringan tumbuhan yang menjadi makanan bagi
hewan. Ketika tumbuhan atau organisme mati dan membusuk, mereka menjadi

bahan mentah untuk memulai siklus bahan organik (Romimohtarto, 2001).

Ekosistem mangrove memiliki peran penting dalam menjaga stabilitas garis pantai,

melindungi pantai dari erosi, berfungsi sebagai peredam badai dan gelombang, serta
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berperan sebagai perangkap sedimen. Selain itu, mangrove juga memiliki peran
krusial dalam menjaga keseimbangan siklus biologi di perairan. Jika ekosistem
mangrove mengalami kerusakan atau hilang, fungsi-fungsinya, terutama sebagai
perangkap sedimen, juga akan terganggu. Kerusakan pada ekosistem mangrove
akan menyebabkan hilangnya tempat hidup bagi mikroorganisme dalam sedimen,
sehingga populasi mikroorganisme akan menurun. Mikroorganisme ini memiliki
peran penting dalam pemulihan produktivitas, konservasi, dan keberlanjutan
lingkungan, serta terlibatdalam siklus biogeokimia dan menjadi sumber energibagi
organisme hewan dan tumbuhan. Karakteristik sedimen dalam ekosistem
mangrove bervariasi, termasuk sedimen berpasir dan lumpur berpasir. Formasi
hutan mangrove khasdaerah tropis dan sedikit subtropis terdapat di pantai rendah
yangtenang, dengan kondisi berlumpur, sedikitmengandung pasir, dan dipengaruhi
oleh pasang surut air laut (Arief, 2003).

2.2. Mikroba Ekosistem Mangrove

Hutan mangrove merupakan ekosistem kompleks yang menjadi habitat bagi
beragam kelompok mikroorganisme, termasuk actinomycetes, bakteri, jamur,
cyanobacteria, mikroalga, makroalga, dan protozoa. Mikroorganisme ini memiliki
peran yang sangat penting sebagai pengurai dalam sedimen. Mikroba yang hidup
dalam sedimen memiliki peran krusial dalam meningkatkan pertumbuhan dan
produksi tanaman, karena mereka mampu mengikat nitrogen (N;) dari udara dan
mengubah amonium menjadi nitrat. Aktivitas mikroba ini bertanggung jawab atas

transformasi nutrisi utama dalam ekosistem mangrove (Widhitama et al., 2016).

Bakteri dan jamur membentuk sekitar 91% dari total biomassa mikroba dalam
komunitas mikroba mangrove tropis, sedangkan alga dan protozoa masing-masing
hanya menyumbang sekitar 7% dan 2%. Meskipun ekosistem mangrove memiliki
keragaman mikroba yang luas, hanya sebagian kecil dari komunitas mikroba yang
telah diidentifikasi, dengan jumlah kurang dari 1%. Artinya, sekitar 99%

mikroorganisme dalam ekosistem mangrove masih belum ditemukan. Kurang dari
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5% spesies mikrobayangtelah diisolasi saatini telah dianalisis secara kimiawi, dan

termasuk dalam kelompok actinomycetes, bakteri, dan jamur (Thatoi et al., 2013).

Bukti-bukti menunjukkan bahwa banyak senyawa yang sebelumnya ditemukan
dalam mangrove berasal dari mikroorganisme yang hidup terikat dengan tanaman
inangnya atau secara aktif diproduksi oleh tanaman tersebut. Mikroorganisme
endofit yang umum ditemukan dalam ekosistem mangrove adalah endofit jamur
dan bakteri. Secara umum, senyawa metabolit sekunder yang berhasil diisolasi
memiliki sifat bioaktif terhadap sel dan mikroorganisme tertentu.  Struktur
metabolit sekunder pada mikroba sangat beragam, dan fungsinya sebagian besar

terkait dengan pertahanan terhadap mikroorganisme lainnya (Sun et al., 2009).

Menurut Radhakrishnan et al (2010) endofit jamur mangrove menghasilkan
sejumlah besar senyawa antibiotik, antikanker, antidiabetes, antioksidan, antivirus,
obat antiinflamasi, dan imunosupresif, bersama dengan agen farmasi lainnya. Hal
ini menunjukkan bahwa mikroorganisme dalam ekosistem mangrove memiliki
potensi besar dalam menghasilkan senyawa bioaktif yang dapat memiliki aplikasi
dalam bidang kesehatan dan farmasi.

2.3. Bakteri Patogen

Bakteri berasal dari kata Latin bacterium (jamak: bacteria) dan merupakan
kelompok organisme hidup yangpalingmelimpah. Bakteri memiliki ukuran sangat
kecil (mikroskopis) dan sebagian besar merupakan organisme uniselular (bersel
tunggal). Struktur sel bakteri relatif sederhana, tanpa nukleus atau inti sel,

sitoskeleton, mitokondria, atau kloroplas.

Berdasarkan kemampuan menyebabkan penyakit, bakteri dapat dibagi menjadi dua
jenis, yaitu patogen dan apatogen. Bakteri patogen adalah bakteri yang mampu
menyebabkan penyakit melalui invasi langsung atau kontaminasi makanan.
Sementara itu, bakteri apatogen tidak memiliki potensi untuk menyebabkan
penyakit, bahkan beberapa diantaranya dapat memberikan manfaat bagi manusia.

Selain itu, berdasarkan kebutuhannya terhadap oksigen, bakteri dibagi menjadi tiga
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kelompok: aerob, anaerob, dan fakultatif anaerob. Mikroorganisme aerob adalah
organisme yang dapat hidup baik dalam keberadaan oksigen maupun tanpa oksigen

sama sekali (Sarastani et al., 2002).

Di bawah ini adalah contoh bakteri patogen

1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan contoh bakteri patogen yang dapat hidup di
lingkungan dengan rentang konsentrasi gram yang tinggi dan toleran terhadap
konsentrasi NaCl sekitar 3 Molar. Bakteri ini tumbuh optimal pada suhu 37°C
dengan waktu pembelahan sekitar 0,47 jam (Prescott et al., 2002).

Menurut Jawets (2013) klarifikasi Staphylococcus aureus sebagai berikut :

Divisi : Protophyta

Kelas : Schizomycetes

Ordo : Eubacteriales

Famili : Mircrocceae

Genus . Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus

2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa adalah jenis bakteri Gram negatif aerob obligat yang
memiliki flagela polar, bersifat motil, dan memiliki ukuran sekitar 0,5-1,0 pum
(Toyofukuetal., 2011). Bakteriini dapat menyebabkan berbagi penyakit infeksi
seperti dermatitis, folikulitis, otitis eksternal, infeksi mata, dan infeksi luka bakar.
Selain itu, Pseudomonas aeruginosa juga dapat menyebabkan infeksi pada saluran
napas bagian bawah, saluran kemih, dan organ lainnya. Penyakit yang disebabkan
oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa mencakup lebih dari 30% dari semua

penyebab bakteri.
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Menurut Toyofuku et al., (2011) klarifikasi Pseudomonas aeruginosa adalah

sebagai berikut.

Divisi : Bacteria

Kelas : Gamma Protobacteria
Bangsa : Pseudomonadales

Suku : Pseudomonadaceae
Marga : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

3. Escherichia coli

E.coli adalah jenis bakteri Gram negatif yang termasuk dalam kelompok
enterobakteria. Bakteri ini dapat ditemukan dalam usus mamalia, termasuk
manusia, dan berperan dalam proses pencernaan. Beberapa strain E.coli bersifat
patogen dan dapat menyebabkan penyakit pada manusia, seperti infeksi saluran
kemih, gastroenteritis, dan infeksi pada sistem pernapasan. Kilasifikasi E.coli

sebagai berikut :

Domian : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Enterobacterales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

2.4. Kultivasi Mikroba

Bakteri diisolasi dari sedimen mangrove menggunakan medium fermentasi dengan
komposisi tertentu, pemisahan satu jenis bakteri dari bakteri lain yang beragam
pada sedimen mangrove dapat dilakukan dengan mengisolasi bakteri hingga

menghasilkan isolatmurni. Metode pemisahanmikrobainibiasanya menggunakan
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media padat, dimana sel-sel mikroba akan membentuk koloni sel yang tetap berada

pada tempatnya.

Kultivasiadalah kegiatan untuk meningkatkan jumlah mikroorganisme dalamsuatu
medium biakan. Dalam halini, bakteriyangsudah ada dalam mediainokulum akan
diperbanyak melalui kultivasi. Kultur mikroba digunakan untuk menentukan jenis
dan kelimpahan organisme dalam sampel uji. Media kultivasi harus mengandung

nutrisi yang dibutuhkan oleh mikroorganisme untuk pertumbuhannya.

Fermentasi adalah proses metabolisme yang terjadi pada substrat organik melalui
aktivitas enzim. Pada mikroorganisme, fermentasi menjadi langkah utama dalam
produksi adenosine triphosphate (ATP) dengan mendegradasi nutrisi organik
secara anaerobik melalui proses fosforilasi oksidatif. Fosforilasi oksidatif
menggunakan molekul seperti O,, NADH, dan asam piruvat untuk menghasilkan
ATP. Selama proses ini, elektron ditransfer dari donor elektron ke serangkaian
akseptor melalui reaksi redoks yang menghasilkan oksigen. Reaksi ini melepaskan
sebagian dari total energi yang dihasilkan. Pada prokariotik, berbagai zat
digunakan untuk menyumbangkan atau menerima elektron dalam proses fosforilasi
oksidatif, memungkinkan prokariota tumbuh dalam berbagai kondisi lingkungan.
Kondisi aerobik akan menggunakan enzim oksidase dengan afinitas rendah
terhadap oksigen yang mengangkut dua proton elektron. Namun, dalam kondisi
anaerobik, enzim oksidase akan kembali mentransfer satu elektron dengan afinitas

tinggi terhadap oksigen.

Kondisi kultivasi dapat dilakukan secara statis atau dinamis menggunakan shaker.
Meskipun kedua kondisi ini tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan dalam
hal dekomposisi media tumbuh, kondisi statis dapat menyebabkan penurunan berat
yang lebih tinggi dibandingkan dengan menggunakan shaker. Kondisi statis
memungkinkan lapisan miselium eksternal terbentuk lebih cepat, sehingga jumlah
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan lebih tinggi. Hal ini disebabkan oleh
pengaruh konsentrasi oksigen yang langsung bersentuhan dengan mikroorganisme.
Konsentrasi oksigen yang tinggi dapat mempercepat pertumbuhan mikroorganisme

arena peran pentingnya dalam penyerapan nutrien.
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Lingkungan fisik memainkan peran penting dalam kultivasi mikroba, oleh karena
itu, beberapa faktor perlu diperhatikan saat menumbuhkan mikroba, seperi suhu,
pH, konsentrasi oksigen, dan tekanan osmosis. Faktor-faktor ini dapat

mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan mikroba dalam media kultur.

2.5. Bakteri dan Uji Antibakteri

Bakteri termasuk dalam golongan organisme prokariotik yang tidak memiliki
selubunginti. Mereka memiliki DNA sebagai materi genetik, tetapi DNA tersebut
tidak terlokalisasi dalam sebuah nukleus yang khusus dan tidak dilindungi oleh
membran inti. DNA bakteri memiliki bentuk sirkuler yang panjang dan biasa
disebut sebagai nukleoid (Brooks et al., 2013).

Bakteri dapatdibedakanmenjadiduagolongan berdasarkan pewarnaan Gram, yaitu
bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Perbedaan antara kedua golongan
bakteri ini terletak pada respon lipid mereka terhadap pencucian dengan alkohol,

struktur pori pada dinding sel, dan permeabilitas dinding sel terhadap zat warna.

Pada bakteri Gram negatif, lipidnya akan larut selama proses pencucian dengan
alkohol, pori-pori dinding sel membesar, dan permeabilitas dinding sel menjadi
lebih besar. Akibatnya, zat warna yang tidak diserap dengan mudah dilepaskan,

dan bakteri menjadi tidak berwarna,

Sementara itu, pada bakteri Gram positif, proses pencucian dengan alkohol akan
menyebabkan denaturasi protein pada dinding sel, pori-pori dinding sel mengecil,
dan permeabilitasnya berkurang. Akibatnya, kompleks ungu kristal iodin tetap
terjaga dan sel bakteri tetap berwarna ungu. Contoh bakteri Gram positif meliputi
Staphylococcus aureus dan Bacillus subtilis, sementara contoh bakteri Gram

negatif melipuri Escherichia coli dan Pseudomonas.

Antibakteri adalah senyawa yang digunakan untuk menghambat pertumbuhan
bakteri dan biasanya ditemukan sebagai metabolit sekunder dalam organisme.

Secara umum, senyawa antibakteri bekerja dengan merusak dinding sel bakteri,
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mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein, atau menghambat
kerja enzim. Pengujian antibakteri adalah teknik yang digunakan untuk mengukur
seberapa besar potensi atau konsentrasi senyawa tersebut dapat memberikan efek
terhadap mikroorganisme. Salah satu metode pengujian antibakteri adalah uji
skrining ekstrak fungi menggunakan metode dilusi, dimana konsentrasi hambat
minimum (KHM) dari sampel antibakteri terhadap bakteri uji ditentukan. KHM
merupakan konsentrasi (dinyatakan dalam mg/L) dari senyawa antibakteri dimana
pertumbuhan bakteri dapat dicegah sesuai dengan kondisi yang telah ditentukan
(Wiegand et al., 2008).

Pada penelitian ini, pertumbuhan bakteri diamati dengan menggunakan alat
Hospitex Diagnostics dan diukur melalui kekeruhan media. Perubahan dari
keadaan media yang awalnya bening menjadi keruh pada metode dilusi cair
menunjukkan pertumbuhan bakteri. Parameter yang digunakan dalam metode ini
adalah tingkat kekeruhanyang diukur menggunakan Optical Density (OD), yang
merupakan perbandingan kerapatan pertumbuhan bakteri dengan blanko (Pratiwi
et al., 2015). Sebelum melakukan pengujian, suspensi bakteri pada panjang
gelombang 600nm harus sesuai dengan standar Mc-Farland 0,5 (0,08-0,1) sebagai
indikasi bahwa bakteri siap untuk digunakan dalam pengujian.  Untuk
meningkatkan metode mikrodilusi, dilakukan penambahan resazurin sebagai
indikator redoks. Uji reduksi resazurin merupakan metode yang ekonomis dan
tidak beracun bagi sel pada konsentrasi rendah, serta memiliki waktu inkubasi yang
singkat(<4 jam) (Gloeckneretal.,2001). Selbakteriaktif akan mereduksi senyawa
resazurin yang awalnya non-fluoresen (biru) menjadi resorufin yang fluoresen
(merah muda) (O’Brien, 2000). Sinyal fluoresen yang kuat kemudian diukur
menggunakan spektrofotometer untuk memberikan penilaian komprehensif
terhadap aktivitas metabolik selular dalam populasi sel. Dengan demikian,
penggunakan resazurin dan pengukuran fluoresensi menjadi cara yang efektif

dalam mengevaluasi aktivitas metabolik bakteri dalam penelitian ini.

Aktivitas antimikroba dapat diartikan sebagai kemampuan zat aktif untuk
menghambat pertumbuhan mikroorganisme, mencegah pembentukan koloni

mikroba, dan bahkan menghancurkan mikroorganisme. Menurut Peterbauer et al.,
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(2002), aktivitas antimikroba terjadi ketika zat aktif tersebut memiliki efek negatif
pada vitalitas mikroorganisme. Berdasarkan sifat toksisitas selektif, antimikroba
dapat dibagi menjadi dua kategori. Pertama, antimikroba yang mampu untuk
sementara waktu menghambat pertumbuhan populasi bakteri tertentu tanpa
menghancurkan populasi secara signifikan atau tanpa mengizinkan mereka
berkembang biak secara signifikan. Jenis antimikroba ini dikenal sebagai
bakteriostatik. Kedua, antimikroba yang memiliki aktivitas germisidal yang
signifikan, yaitu kemampuan untuk membunuh mikroorganisme secara efekfif.
Kategori ini disebut sebagai bakterisida (Kementerian Kesehatan RI1., 2011). Pada
penelitian ini dilakukan uji antimikroba menggunakan uji antibakteri. Uji
antibakteri merupakan metode yang digunakan untuk menguji potensi atau
konsentrasi suatu zat dalam menghambat pertumbuhan mikroorganisme. Dalam
konteks penelitian ini, uji antibakteri akan digunakan untuk mengevaluasi senyawa

yang diuji dalam menghambat pertumbuhan bakteri.

2.6. Isolasi Mikroba

Isolasi merupakan salah satu metode yang digunakan untuk mendapatkan jenis
bakteriyangmemiliki kemampuan untuk mendegredasi atau menguraikan suatu zat
tertentu. Kegiatan isolasi dilakukan dengan memisahkan mikroorganisme yang
akan diuji dari mikroorganisme lainnya menggunakan teknik selektif. Tujuannya
adalah untuk memperoleh kultur murni atau biakan tunggal dari mikroorganisme
yang ditargetkan. Dalam proses isolasi, digunakan media selektif yang dirancang
khusus untuk menumbuhkan mikroorganisme tertentu. Media selektif ini
mengandung nutrient-nutrient spesifik yang dibutuhkan oleh mikroorganisme
target agar dapat tumbuh dan berkembang. Penggunaan media selektif
memungkinkan pertumbuhan mikroorganisme yang diinginkan, sementara

mikroorganisme lain yang tidak diinginkan akan terhambat pertumbuhannya.

Terdapat beberapa teknik isolasi yang umum digunakan, antara lain :
1. Sebar (spread-plate): pada teknik ini, sampel yang mengandung

mikroorganisme diencerkan dan kemudain diletakkan di atas media padat
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Sampel kemudian diusap secara merata menggunakan alat steril untuk
mendistribusikan mikroorganisme di seluruh permukaan media. Media
kemudian diinkubasi untuk pertumbuhan koloni mikroorganisme.

2. Tuang (pour-plate): pada teknik ini, sampel yang mengandung mikroorganisme
diencerkan dan dicampur dengan media cair yang kemudian dituangkan ke
dalam cawan petristeril. Campuran tersebutkemudaian dibiarkan hingga media
membeku, sehingga mikroorganisme terperangkap di dalam media padat
membentuk koloni.

3. Gores (streak-plate) : teknik ini dilakukan dengan cara menggoreskan sampel
yang mengandung mikroorganisme pada permukaan media padat menggunakan
alat gores steril. Goresan pertama dilakukan di satu area, kemudian dilanjutkan
dengan goresan-goresan berikutnya yang membentuk pola tertentu. Pola ini
memungkinkan pertumbuhan koloni mikroorganisme yang terisolasi dan

terpisah satu sama lain (Sherman, 2002).

2.7. Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi merupakan teknik pemisahan campuran berbagai komponennnya.
Prinsip dasar kromatografi terletak pada perbedaan afinitas yang terjadi antara fase
gerak dan fase diam, mengakibatkan partisi diferensiasi dari komponen analit
Dalam kromatografi, sampel dimasukkan ke dalam saluran pembawa yang terdiri
dari fase diam, sedangkan fase gerak akan mentransportasikan komponen sampel
yang besentuhan dengan fase diam. Interaksi yang berbeda antara komponen
sampel dan fase diam menyebabkan pergerakan sampel melalui sistem dengan
kecepatan dan waktu retensi yang berbeda (Lundanes, 2013).

Terdapatbeberapajenis kromatografi, antara lain kromatografi kertas, kromatografi
lapis tipis, kromatografi kolom, kromatografi penukar ion, kromatografi gas, dan

kromatografi afinitas.

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah metode kromatografi yang digunakan
untuk memisahkan dan mendeteksi sampel berdasarkan perbedaan tingkat

kepolarannya. Prinsip KLT terletak pada distribusi senyawa antara fase gerak



16

(eluen) dan fase diam. Biasanya, KLT dilakukan pada plat kaca yang dilapisi
dengan silika sebagai fase diam yang bersifat sangat polar, sedangkan fase gerak
terdiri dari campuran pelarut yang kurang polar. Untuk menentukan pelarut yang

digunakan, variasi polaritas pelarut perlu dilakukan.

Pengukuran faktor retensi (Rf) diukur dari noda yang terbentuk pada plat kaca.
Nilai Rf diperoleh dari perbandingan jarak yang ditempuh oleh noda (kompenen)
dengan jarak yang ditempuh oleh pelarut. Perbedan kepolaran antara dua senyawa
akan menghasilkan nilai Rf yang lebih tinggi untuk senyawa yang kurang polar,
sementara senyawa yang bersifat polar akan tertahan pada daerah spot terbawah
(Sanjeet et al., 2013).

2.8. Fourier Transform Infrared Spectroscopy

Fourier Transform Infrared Spectroscopy atau FTIR adalah teknik spektroskopi
yang digunakan untuk menganalisis interaksi antara molekul dan radiasi
inframerah. Metode ini berdasarkan pada prinsip bahwa molekul akan menyerap
energi inframerah pada panjang gelombang tertentu, yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi dan mempelajari struktur molekuler. Prinsip kerja FTIR
menggunakan interferometri Fourier untuk menghasilkan spektrum inframerah.
Sampel ditempatkan di dalam alat FTIR, dan sinar inframerah yang dipancarkan
melalui sampel. Interaksi antara sinar inframerah dan molekul dalam sampel
menyebabkan adanya serapan energi oleh molekul tersebut. Serapan ini direkam

oleh interferometer Fourier dan diubah menjadi spektrum inframerah.

Identifikasi gugus fungsi dalam spektrum FTIR melibatkan analisis serapan energi
inframerah oleh vibrasi karakteristik gugus fungsi dalam sampel. Puncak-puncak
yangmuncul dapatmemberikanpetunjuk tentangsifatikatan dan lingkungan kimia
gugus fungsi. Serapan gugus fungsi tunggal umumnya akan menghasilkan puncak
tunggal atau beberapa puncak kecil dengan intensitas yang serupa. Gugus fungsi
yang lebih kompleks dapat menghasilkan pola puncak yang lebih rumit. Spektrum
FTIR terdiri dari beberapa daerah yang mencerminkan berbagai jenis vibrasi

molekuler.
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Daerah panjang gelombang tinggi (4000-2500 cm-1) merupakan daerah yang
dikenal sebagai daerah fingerprint karena puncak-puncak serapan disini khas dan
spesifik untuk setiap senyawa. Pada daerah ini, terjadi vibrasi ikatan yang lebih
kuat dan kompleks, seperti vibrasi ikatan rangkap, vibrasi gugus fungsi kompleks,
dan mode vibrasitingkattinggi. Daerah panjanggelombangmenengah (2500-1500
cm-l) dikenal sebagai daerah region fungsional karena sering mengandung serapan
dari gugus fungsi yang umum dalam senyawa organik. Beberapa serapan yang
umum di sini adalah serapan C-H stretching, serapan O-H stretching, serapan N-H
stretching, dan serapan C=0 stretching. Pada daerah ini, puncak-puncak serapan
sering kali kuat dan mudah terlihat. Daerah panjang gelombang rendah (1500-400
cm1) dikenal sebagai daerah region fingerprint rendah atau daerah region
pengidentifikasi gugus. Pada daerah ini, terjadi serapan yang berkaitan dengan
vibrasi gugus kompleks, seperti ikatan C-C, ikatan C-N, ikatan C-O, dan vibrasi
bending dari gugus-gugus fungsi tertentu. Daerah ini dapat memberikan informasi
tentang struktur molekuler yang lebih rinci dan identifikasi gugus-gugus fungsi
yangspesifik. Berikutadalah tabel yangmenampilkanbeberapa contoh gelombang

bilangan gugus fungsi yang sering terlihat dalam spektrum FTIR.
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Tabel 1. Bilangan Gelombang Gugus Fungsi (Fessenden, 1986).

No

Gugus Fungsi

Bilangan

Gelombang (cm™)

Keterangan Pita Serapan

9

10

11

C=C

OH

C-O atau C-N

Aldehida

Keton

Asam Karboksilat

Ester

N-H

1600-1700

1450-1600

2100-2250

500-1430

3000-3700

900-1300

1720-1740

1705-1750

1700-1725

1735-1750

2852-2922

Absorpsi pita serapan
beranekaragam. lkatan
karbon aril akan
menunjukkan resapan pada
frekuensi lebih rendah ke
kanan

Pita serapan lemah

Pita serapan lemah, namun
memiliki karakteristik
tertentu

Memerlukan informasi
tambahan karena sulit
diidentifikasi

Pita melebar

Pita sulit teridentifikasi
karena sering bermunculan
berbagai macam peak

Terdapat dua pita khas
runcing dengan intensitas
yang lemah dan peak dapat
tersembunyi oleh serapan CH
lain yang tumpeng tindih

Uluran memiliki intensitas
kuat

Pita khas dan miring ke
dalam pita absorpsi CH
alifatik

Memiliki pita CO seperti eter
dengan intensitas kuat

Absorpsi bervariasi, -NH2
tampak seperti peak kembar,
namun -NH muncul sebagai
satu peak dan jika -N tidak
terdapat peak yang muncul
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2.9. Identifikasi dan Karakterisasi

Bakteri mempunyai beragam karakteristik yang berbeda, untuk mempelajari dan
memahami bakteri dalam kelompok tertentu, diperlukan proses identifikasi yang
melibatkan pencarian ciri-ciri pada organisme yang belum diketahui dan
membandingkannya dengan organisme yang telah diketahui sebelumnya.
Identifikasi mikroorganisme yang baru diisolasi membutuhkan tingkat detail,
deskripsi, dan perbandingan yang jelas dengan deskripsi yang telah dipublikasikan

sebelumnya untuk mikroorganisme serupa (Chan, 1989).

Pendekatan morfologi melibatkan pengamatan terhadap bentuk koloni, struktur
koloni, bentuk sel, ukuran sel, dan pewarnaan bakteri. Pengamatan morfologi dapat
dibagi menjadi dua, yaitu pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis.
Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati bagian-bagian yangterlihat
dengan mata telanjang, seperti bentuk koloni, tepian koloni, elevasi koloni, dan
permukaan koloni. Sementara itu, pengamatan mikroskopis digunakan untuk
melihat pergerakan, pembelahan biner, serta bentuk dan ukuran sel secara alami.
Namun fiksasi panas dan proses pewarnaan dapat menyebabkan beberapa
perubahan (Irianto, 2006).



I1l.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakandaribulan Desember 2022 sampai dengan Mei 2023 di Unit
Pelaksanaan Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT -

LTSIT), Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas, Erlenmeyer,
spatula, alumunium foil, kapas, kasa, gunting, statif, mikrotip, microtube 1,5 mL,
IWAKI 96-wellmicroplate, platsilikagel 60 F254 MERCK, alas labu bulat, plastik
wrap, pinset, jarum ose bulat, pemanas bunsen, autoclave Tomy SX700, rotary
evaporator Buchi R-210, laminar air flow ESCO/AVC4AL, mikroskop Axio Zeiss
Al, alat saring, hot plate, lemari asam, neraca analitik Wigen Houser, lemari
pendingin, magnetic stirrer, Hospitex diagnostics.

Bahan-bahanyang digunakan dalam penelitian ini adalah sedimen mangrove dari
kawasan ekosistem mangrove wilayah Lampung (Labuhan Maringgai Lampung
Timur dan Wahyuni Mandira), yeast extract, pepton water, Zobell Marine, Mueller
Hinton, Agar, akuades, NaCl, spirtus, alkohol 70%, NaOH, HCI pekat, etil asetat,
metanol teknis, metanol 12,5%, n-heksana teknis, chloramphenicol, dan patogen

bakteri resisten (Pseudomonas aeruginosa dan Staphylocoocus aureus).
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3.3. Metode

3.3.1. Biomaterial

Pada penelitian ini sampel sedimen mangrove diambil secara acak pada tiga titik
koordinat Kawasan Hutan Mangrove Labuhan Maringgai, Lampung Timur dan satu
titik koordinat Kawasan Mangrove desa Wahyuni Mandira, Kecamatan Sungai
Menang Ogan Komering llir Sumatera. Pengambilan sedimen mangrove dilakukan
dengan menggunakan sendoksteril, kemudiandimasukkan ke dalam plastik sampel
untuk mencegah kontaminasi. Selanjutnya sampeltersebut ditempatkan dalam cool
box dengan suhu 4°C dan dibawa ke laboratorium untuk proses isolasi (Liu et al.,
2014).

3.3.2. Isolasi Bakteri dari Sedimen Mangrove

Proses isolasi bakteri dilakukan berdasarkan metode yang telah dijelaskan oleh
(Ambeng et al., 2019) dengan beberapa modifikasi. Isolasi dimulai dengan
pengenceran sedimen mangrove hingga mencapai 107, pengenceran yang
digunakan yaitu rentang antara 10-° hingga 107. Sebanyak 1 gram sedimen
mangrove dimasukkan ke dalam 10 mL akuades steril. Kemudian, diambil 1 mL
larutan tersebut dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL akuades
steril, dan langkah ini diulang hingga mencapai pengenceran 10-7. Selanjutnya,
campuran di dalam tabung reaksi dikocok secaramerata, dan diambil 100 pL dari
campuran tersebut untuk ditanam pada media NA, Zobell Marine, dan Mueller
Hinton yangtelah ditambahkan NaCl (1% b/v). Setelah itu, cawan petriyang berisi
media tersebut diinkubasi selama 3 hari pada suhu 34°C. Setelah prosesinkubasi,
dilakukan pemilihanisolatyang memilikiperbedaan morfologi koloni. Isolat-isolat
tersebut kemudan dipilih dan disimpan pada media Agar yang baru di dalam cawan

petri.
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3.3.3. Pemurnian Bakteri

Setelah mendapatkan koleksi isolat bakteri, isolat-isolat tersebut dimurnikan
menggunakan teknik gores secara berulang pada media NA, Zobell Marine, dan
Mueller Hinton yang baru. Proses pemurnian ini dilakukan dengan tujuan untuk
memisahkan koloni bakteri yang memiliki morfologi yang berbeda, sehingga dapat
diperoleh isolat tunggal. Pada setiap tahap pemurnian, pengamatan terhadap
morfologi koloni dilakukan secara teratur setiap hari. Jika masih terdapat
pertumbuhan koloni yang memiliki perbedaan secara makroskopik, maka
dilakukan pengulangan teknik gores hingga diperoleh isolat tunggal yang
diinginkan. Dengan melakukan proses pemurnian berulang ini, diharapkan isolat-
isolat bakteri yang diperoleh memiliki kemurnian yang lebih tinggi dan dapat

dianalisis secara lebih spesifik untuk tahapan selanjutnya.

3.3.4. Kultivasi Isolat Bakteri dari Sedimen Mangrove

Dalam memproduksi metabolit sekunder, isolat bakteri dikultivasi pada media cair
sesuai dengan ketentuan yang telah ditetapkan oleh (Zheng et al., 2005) dengan
beberapamodifikasi. Pertama-tama, media NutrientBroth (NB) yangmengandung
NaCl 1 % disiapkan. Media tersebut dipanaskan hingga mencapai titik didih dan
kemudian disterilkan menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit.
Selanjutnya, sebanyak 1-2 ose isolat bakteri diinokulasikan ke dalam media cair
yang telah disiapkan. Proses inokulasi dilakukan dengan memindahkan isolat
bakteri ke dalam media menggunakan teknik aseptik. Setelah inokulasi, media
tersebutdiinkubasi selama 1 hari pada suhu 34°C untuk memfasilitasi pertumbuhan
dan produksi metabolit sekunder. Tahapan ini merupakan tahap awal dalam
mengkultivasi bakteri dengan tujuan untuk memproduksi metabolit sekunder yang

akan digunakan dalam tahapan selanjutnya.



23
3.3.5. Skrining Bioaktivitas Antibakteri Isolat

Aktivitas antibakteri isolat dianalisis terhadap bakteri patogen, yaitu
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa menggunakan uji spot over-
lawn pada Mueller Hinton Agar yang mengandung NaCl (1% b/v) berdasarkan
metode yang dijelaskan oleh (Chakraborty etal., 2016). Pada uji ini, sebanyak 50
pML bakteri patogen diinokulasikan pada media Mueller Hinton menggunakan
batang spreader. Selanjutnya, kertas cakram yang direndam dengan inokulum
bakteri pada medium Nutrient Broth (NB) ditempatkan di atas media Mueller
Hinton yang telah diinokulasi. Setelah itu, inkubasi dilakukan selama 3 hari pada
suhu 34°C. Dalam interval 24 jam, diameter zona hambat yang terbentuk disekitar
cakram diamati dan dicatat. Zona hambatini mencerminkan aktivitas antibakteri
mikroba terhadap bakteri patogen yang diuji. Isolat bakteri yang menunjukkan
zona hambat dengan diameter paling besar akan dipilih untuk tahap karakterisasi
lebih lanjut. Pemilihan isolat dengan zona hambat yang lebih besar menunjukkan
potensi aktivitas antibakteri yang lebih kuat, sehingga isolat tersebut menjadi fokus
pada tahapan selanjutnya.

3.3.6. Kultivasi dan Ekstraksi Senyawa Bioaktif dari Isolat Bakteri Terpilih

Setelah didapatkan isolat terpilih, dilakukan proses kultur pada media cair yang
sesuai seperti yang dijelaskan pada tahap 3.3.4. Setelah proses kulur, supernatant
dipisahkan dari kultur menggunakan sentrifugasi. Supernatant kultur tersebut
kemudian diekstrak menggunakan etil asetat (EtOAc). Hasil dipekatkan dengan
evaporator dari Heidolph, Schwabach Jerman dengan tekanan 123 mbar, sehingga
diperoleh ekstrak kasar. Selanjutnyaektrak kasar yang diperoleh dari sampel etil
asetat digunakan untuk melakukan uji skrining bioaktivitas guna mengetahui
potensikeaktifan dari sampel tersebut, mengacu pada metode yangtelah ditetapkan
oleh (Zheng et al.,, 2005). Uji skrining bioaktivitas ini bertujuan untuk

mengidentifikasi adanya aktivitas biologis dalam ekstrak kasar tersebut.
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3.3.7. Uji Aktivitas Antimikroba Ekstrak Kasar Metabolit Sekunder dengan
Uji Difusi Cakram

Metode difusi cakram digunakan untuk mengevaluasi kerentanan bakteri patogen
terhadap ekstrak bakteri dengan modifikasi tertentu, mengacu pada penelitian yang
dilakukan oleh Chakraborty et al., (2014). Dalam penelitian ini, bakteri patogen
yangdiujikan adalah Staphylococcus aureus danPseudomonas aeruginosa, dimana
patogen yang resisten digunakan sebagai kontrol uji. Pada proses ini, supernatant
dari ekstrak bakteri dipersiapkan dengan konsentrasi tertentu. Selanjutnya,
supernatant tersebut diuji tehadap bakteri patogen menggunakan metode difusi
cakram. Sebagai kontrol, digunakan cakram yang telah direndam dengan
kloramfenikol sebagai kontrol positif, sedangkan cakram yang direndam dengan

metanol digunakan sebagai kontrol negatif.

3.3.8. Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Setelah proses ekstraksi pada tahap 3.3.6, sampel senyawa terpilih kemudian diuji
menggunakan teknik Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan menggunakan plat
silika F254 sebagai fase diam. Variasi pelarut yang digunkan meliputi
diklorometan (DMC), metanol (MeOH), etilasetat (EtOAC), heksana, dan
isopropyl alkohol (IPA) sebagai fase gerak. Pada tahap ini, senyawa yang
mengandung ikatan konjugasi dapat dideteksi menggunakan sinar UV dengan
panjang gelombang 254 nm. Selain itu, visualisasi senyawa organik dilakukan
dengan menggunakan pereaksi umum seperti serium sulfat. Untuk mendeteksi
senyawa alkaloid atau N-tersier, digunakan pereaksi khusus seperti Dragendorff.
Sementara itu, ninhydrin digunakan sebagai pereaksi untuk mendeteksi adanya
gugus amin dan ikatan peptida dalam senyawa. Nilai Rf (Retardation Factor) dari
masing-masing komponen dihitung untuk mengetahui tingkat kepolaran senyawa.
Setelah dilakukan uji KLT, supernatant yang telah diuji kemudian dipartisi
menggunakan corong pisah dengan pelarut yang sesuai. Fraksi yang dihasilkan

kemudian dipekatkan menggunakan vakum rotary evaporator pada suhu 40°C dan
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tekanan yang sesuai. Supernatant dipilih berdasarkan hasil partisi dan dipisahkan

berdasarkan polaritasnya, yakni menjadi fraksi polar dan non-polar.

3.3.9. Karakterisasi Ekstrak dengan FTIR

Ekstrak kasar dariisolat terpilih ditempatkan dalam tempatsampel padaFTIR Cary
630 (Agilent, Santa Clara, CA, United States) dan dianalisis dalam rentang 500-
4000 cm, mengikuti metode yangtelah dilaporkan oleh (Avilalaand Golla, 2019).
Karakterisasi FTIR digunakan untuk bisa menganalisis gugus fungsi yang terdapat
dalam setiap ekstrak etil asetat bakteri. Penggunaan FTIR ini merujuk pada
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Widyastuti etal., (2022). Analisis ini
bertujuan untuk mendapatkan informasi yang lebih rinci tentang komposisi kimia

dan struktur molekul dari ekstrak etil asetat bakteri yang telah diisolasi.

3.3.10. Karakterisasi Bakteri

Isolat terpilih yang memiliki kemampuan menghasilkan senyawa metabolit
sekunder antibakteri terbaik selanjutnya akan diidentifikasi morfologinya
menggunakan pewarnaan Gram dan karakteristik lainnya berdasarkan pada
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Pewarnaan Gram akan
memberikan informasi mengenai karakter Gram positif dan Gram negatif,
sedangkan identifikasi berdasarkan manual tersebut akan memberikan informasi
tentang morfologi sel, ukuran, dan susunan bakteri. Selanjutnya dilakukan
pengamatan mikroskopis, digunakan mikroskop Axio Zeiss A1P dengan beberapa
modifikasi. Isolat bakteri yang telah diisolasi pada media NA, Zobell Marine, dan
Mueller Hinton akan diamati di bawah mikroskop untuk mengamati struktur
miselia. Karakteristik morfologi ini akan digunakan untuk mengidentifikasi jenis

mikroba yang terlibat.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa

1. Ekosistem sedimen mangrove Sriminosari, Lampung Timur dan Wahyuni
Mandira berpotensi menghasilkan jenis bakteri dengan jumlah isolat yang
diperoleh sebanyak 46 isolat. Inokulum lima isolat diantaranya MHLM3-P2-
B1; MHLM3-P3-B1; MHLM3-P3-B2; MHWM1-P1-B1; dan MHWM1-P2-B1
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan
diameter zona hambat parsial berturut-turut (30;30;30;30;25)mm dan isolat
MHLM3-P2-B1; MHLM3-P3-B1; MHLM3-P3-B2 memiliki aktivitas
antibakteri terhadap.Staphylococcus aereus dengan diameter zona bening
berturut-turur (20;18;18)mm.

2. Hasil skrining antibakteri fraksi etil asetat melalui metode difusi cakram
menunjukkan ekstrak kasar (crude) isolat MHLM3-P2-B1 memiliki daya
hambat terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan diameter zona hambat
sebesar 20 mm dan memiliki daya hambat terhadap S.aureus sebesar 25 mm
pada konsentrasi 5000 ppm.

3. Hasil karakterisasi KLT dan FTIR isolat MHLM3-P2-B1 menunjukkan bahwa

isolat terindikasi mengandung senyawa alkaloid.

4. lsolat MHLM3-P2-B1 diduga memiliki kemiripan morfologi dengan

Chromobacterium.
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5.2.Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis memberikan saran sebagai

berikut:

1. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut dengan menggunakan LCMS-MS
untuk mengetahui struktur senyawa bioaktif.

2. Perlu dilakukan analisis Filogenetik untuk membuktikan jenis bakteri yang

diduga dalam analisis mikroskopik.
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