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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF FUNGI
ENDOFIT MANGROVE SERTA UJI BIOAKTIVITASNYA SEBAGAI
ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI PATOGEN

Oleh

CICI NURHIDAYAH

Penelitian ini dilatar belakangi oleh adanya fenomena infeksi yang disebabkan
bakteri yang resisten terhadap berbagai antibiotik. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh senyawa bioaktif yang berasal dari fungi endofit mangrove yang
berpotensi sebagai antibakteri. Isolat fungi dari endofit mangrove diuji aktivitas
antibakteri menggunakan metode difusi agar ring dan analisis karakteristik senyawa
menggunakan LC-MS/MS dan FTIR.  Fungi endofit mangrove diremajakan
menggunakan media agar koloid kitin hingga mendapatkan isolat murni. Isolat
dikultivasi menggunakan metode OSMAC dengan 3 media berupa kulit udang,
beras, dan kentang. Kultur diekstraksi menggunakan etil asetat. Ekstrak kasar
diuji bioaktivitasnya sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen S.aureus dan
P.aeruginosa. Ektrak kasar isolat potensial diuji bioautografi kontak. Fraksinasi
dilakukan menggunakan kromatografi kolom dan diuji aktivitas antibakterinya
dengan bioautografi overlay. Fraksi aktif selanjutnya dikarakterisasi menggunakan
LC-MS/MS dan FTIR. Sebanyak 6 isolat fungi endofit yang telah diremajakan
terindikasi genus Aspergillus dan Acremonium. Skrining antibakteri dari keenam
isolat menunjukkan isolat 21BC3-LRB memiliki daya hambat yang paling besar
terhadap S.aureus dan isolat 21BC2-LRKU terhadap P.aeruginosa. Karakteristik
senyawa yang dihasilkan fraksi 21BC2-LRKU1 menunjukan adanya senyawa
alkaloid dengan struktur dasar pirolidin dan terdapat beberapa gugus fungsi antara
lain gugus C — H, gugus C=0, gugus N — H, dan gugus C — N tersier.

Kata kunci : Fungi endofit mangrove, kitin, antibakteri



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE
COMPOUNDS OF MANGROVE ENDOPHYT FUNGI AND TESTING
THEIR BIOACTIVITY AS ANTIBACTERIAL AGAINST PATHOGEN

BACTERIA

By

CICI NURHIDAYAH

The rising prevalence of antibiotic-resistant bacterial infections underscores the
urgent need for alternative therapeutic agents. This study focuses on harnessing the
potential of bioactive compounds from mangrove endophytic fungi with
antibacterial properties. Fungal isolates obtained from mangrove endophytes
underwent antibacterial testing using the agar ring diffusion method. Compound
characteristics were analyzed using LC-MS/MS and FTIR. Rejuvenation of
mangrove endophytic fungi involved the use of colloidal chitin agar media to obtain
pure isolates. The OSMAC method, employing shrimp shells, rice, and potatoes as
media, was used for isolate cultivation. Ethyl acetate was employed for culture
extraction. Crude extracts were evaluated for antibacterial activity against
pathogenic bacteria, specifically S. aureus and P. aeruginosa, using the agar well
diffusion method. Bioactivity was further confirmed through contact
bioautography. Column chromatography facilitated fractionation, and overlay
bioautography assessed antibacterial activity of fractions. The active fraction was
characterized using LC-MS/MS and FTIR. Among the rejuvenated isolates, six
were identified as belonging to the genera Aspergillus and Acremonium.
Antibacterial screening revealed that isolate 21BC3-LRB exhibited significant
inhibition against S. aureus, while isolate 21BC2-LRKU demonstrated notable
activity against P. aeruginosa. The characterization of compounds produced by the
21BC2-LRKUL1 fraction indicated the presence of alkaloid compounds with a
pyrrolidine basic structure. Functional groups identified included C—-H, C=0, N-H,
and tertiary C—N groups.

Keyword : Mangrove endophytic fungi, chitin, antibacterial
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I.  PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Infeksi nosokomial/HAIs (Hospital Acquired Infections) menjadi masalah yang
serius bagi kesehatan masyarakat. Sebuah survei yang dilakukan pada 183 rumah
sakit di Amerika Serikat dengan 11.282 pasien melaporkan bahwa 4% pasien
terinfeksi dengan setidaknya satu jenis HAIs (Haque et al., 2018). Prevalensi
infeksi HAIs pada pasien di negara maju bervariasi antara 3,5% dan 12%,
sedangkan di negara berkembang termasuk Indonesia prevalensi infeksi HAIS
9,1% dengan variasi 6,1% -16%. Menurut data Kementerian Kesehatan, infeksi
HAIs di Indonesia mencapai 15,74%, jauh di atas negara maju yang berkisar 4-8-
15,5% (Afriani et al., 2021). Bakteri yang sering menyebabkan infeksi nosokomial
adalah Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella sp. Mikroba ini menular melalui makanan, obat, alat kesehatan, atau
kontak langsung melalui tangan medis, paramedis, atau personil rumah sakit

lainnya (Konoralma, 2019).

Bakteri Staphylococcus aureus tergolong ke dalam patogen manusia yang sangat
umum memicu berbagai penyakit menular, seperti infeksi kulit dan jaringan lunak,
endokarditis, osteomielitis, bakteremia, dan pneumonia mematikan. Menurut
sensitivitas terhadap obat antibiotik, Staphylococcus aureus dapat dibagi menjadi
sensitif methicillin Staphylococcus aureus (MSSA) dan Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Beberapa dekade terakhir, evolusi bakteri dan
penyalahgunaan antibiotik menyebabkan bakteri S. aureus secara bertahap

memiliki kekebalan terhadap sejumlah antibiotik yang telah ada.



Peristiwa resistensi tersebut menyebabkan tingkat infeksi terkait MRSA meningkat
dan menyebabkan pengobatan anti-infeksi klinis menjadi lebih sulit (Guo et al.,
2020). Begitupula dengan infeksi yang disebabkan oleh Pseudomonas aeruginosa
selalu menjadi tantangan bagi penyedia layanan kesehatan karena Pseudomonas
aeruginosa memiliki resistensi intrinsik terhadap berbagai macam antimikroba
(Tsao et al., 2017). Berbagai strategi penanganan penyakit infeksi tersebut sudah
dilakukan, termasuk penggunaan antibiotik dan senyawa antimikroba. Namun
demikian, resistensi terhadap senyawa antibiotik/antimikroba kemudian muncul
akibat penggunaan dengan dosis yang kurang tepat dan adanya kemampuan
mempertahankan diri dari bakteri (Nawea et al., 2017). Hal ini menyebabkan
upaya untuk memperoleh jenis antibiotik baik secara sintesis kimia maupun
eksplorasi dari isolat-isolat mikroba baru masih terus dilakukan sampai saat ini.
Eksplorasi senyawa bahan alam dilakukan baik yang berasal dari hewan, tumbuhan,
bakteri, dan fungi (Alvarez et al., 2020). Hingga saat ini kajian mengenai senyawa
yang memiliki bioaktivitas sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen resiten
yang bersumber dari mikroba bahan alam penting untuk dieksplorasi dan

dikembangkan.

Keanekaragaman hayati yang kaya menjadi sumber keanekaragaman kimia.
Eksplorasi tumbuhan darat telah banyak dilakukan, Etivitasisari et al. (2021)
melaporkan senyawa metabolit arundifungin dari fungi endofit arthrium sp. yang
berasal dari tubuhan bangle memiliki aktivitas antibakteri. Akan tetapi, ekplorasi
tanaman laut seperti tumbuhan mangrove masih jarang dilakukan. Padahal
tumbuhan mangrove memiliki potensi menghasilkan senyawa antibakteri, hal ini
dibuktikan dengan berbagai sumber daya yang berasal dari mangrove dan
dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional (Kemung et al., 2020). Mangrove
telah banyak diuji dan dinyatakan bersifat antiviral, antibakterial dan anti-ulcer
(Dhayanithi et al., 2021). Mikroba endofit dapat berupa jamur, bakteri, dan virus.
Akan tetapi yang paling banyak dikembangkan saat ini ialah jamur endofit karena
jamur lebih banyak menghasilkan senyawa metabolit sekunder (Rozirwan et al.,
2018). Senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh fungi endofit dapat berfungsi bagi

inang untuk meningkatkan ketahanan terhadap serangan mikroba patogen.



Metabolit sekunder seperti alkaloid, fenol, steroid dan terpenoid yang dihasilkan
tumbuhan mangrove dinyatakan memiliki kepentingan toksikologi, farmakologi
dan ekologi (Dhayanithi et al., 2021). Berdasarkan hal tersebut, pemanfaatan
senyawa bioaktif atau metabolit sekunder yang fungsional yang dihasilkan dari
fungi endofit dapat menjadi strategi untuk produksi senyawa bioaktif yang
fungsional (Tangapo et al., 2022).

Ekosistem mangrove di Indonesia diperkirakan mencakup 23% ekosistem
mangrove dunia, penelitian mengenai senyawa antibakteri yang berasal dari endofit
mangrove perlu dieksplorasi, khususnya di provinsi Lampung. Berdasarkan hal
tersebut, penelitian ini difokuskan pada penemuan senyawa bioaktif dari sediaan
deposit fungi endofit mangrove yang berasal dari kawasan hutan mangrove
Sriminosari, Lampung Timur yang selanjutnya akan diremajakan menggunakan
media agar koloid kitin.  Lalu isolat yang tumbuh diamati secara makroskopis dan
mikroskopis. Isolat dikultivasi melalui pendekatan OSMAC dengan 3 media yang
berupa media kulit udang, selanjutnya dimaserasi menggunakan EtOAc, ekstrak
diidentifikasi menggunakan plat KLT, kemudian diskrining dengan metode difusi
agar ring untuk memperoleh isolat unggul, selanjutnya isolat unggul diuji
bioautografi kontak untuk mengetahui senyawa yang aktif pada KLT. Senyawa
yang memiliki aktivitas paling unggul difraksinasi menggunakan kromatografi
kolom. Hasil dari fraksinasi diuji bioautografi overlay, kemudian dikarakterisasi
senyawanya menggunakan LC-MS/MS untuk mengetahui berat molekul dan
struktur senyawa yang terdapat pada senyawa bioaktif dan FTIR untuk mengetahui

gugus fungsi dari senyawa bioaktif yang terkandung dalam fungi endofit mangrove.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Meremajakan isolat fungi yang berasal dari endofit mangrove Sriminosari,

Lampung Timur.



2. Mengetahui aktivitas antibakteri dari isolat fungi terhadap Staphylococcus
aureus dan Pseudomonas aeruginosa dengan metode difusi agar ring.

3. Mengetahui karakteristik senyawa bioaktif dari isolat unggul fungi
menggunakan LC-MS/MS dan FTIR.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini, yaitu memberikan informasi mengenai
potensi fungi endofit mangrove di kawasan hutan mangrove Sriminosari, Lampung
Timur dan aktivitasnya sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus

dan Pseudomonas aeruginosa serta karakteristik senyawa bioaktif yang dihasilkan.



Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Ekosistem Mangrove

Pada tahun 2021, luas mangrove nasional berdasarkan hasil pemetaan mangrove
nasional adalah 3.364.080 Ha (Ditjen PDASRH, 2021) luas mangrove yang ada di
Indonesia merupakan 20,37% dari total luas mangrove di dunia dan menjadikan
Indonesia sebagai pemiliki kawasan hutan mangrove terluas di Asia Tenggara
(ITTO, 2012). Ekosistem mangrove dikawasan pesisir Labuhan Maringgai,
Kabupaten Lampung, Provinsi Lampung Timur, terdapat beberapa jenis mangrove
di Labuhan Maringgai, seperti Avicenna marina, Rhizophora mucronate, Avicenna

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

Ekosistem mangrove adalah ekosistem pantai yang disusun oleh berbagai jenis
vegetasi yang mempunyai bentuk adaptasi biologis dan fisiologis secara spesifik
terhadap kondisi lingkungan yang cukup bervariasi. Ekosistem mangrove
umumnya didominasi oleh beberapa spesies mangrove sejati, di antaranya
Rhizophora sp, Avicennia sp, Bruguiera sp, dan Sonneratiasp.  Spesies mangrove
tersebut dapat tumbuh dengan baik pada ekosistem perairan dangkal karena adanya
bentuk perakaran yang dapat membantu untuk beradaptasi terhadap lingkungan
perairan, baik dari pengaruh pasang surut maupun faktor-faktor lingkungan lainnya
yang berpengaruh terhadap ekosistem mangrove seperti suhu, salinitas, oksigen
terlarut, sedimen, pH, arus, dan gelombang (Saru, 2019). Ekosistem ini
menawarkan banyak keuntungan lingkungan bagi populasi manusia. Duryat et al,

(2023) melaporkan bahwa di kawasan Pesisir Timur Lampung ditemukan 22



spesies mangrove yang beberapa diantaranya telah dilaporkan memiliki khasiat

dalam pencegahan dan penyembuhan penyakit.

2.2.  Mikroba Endofit Mangrove

Mikroba endofit merupakan mikroba yang hidup dalam jaringan tumbuhan.
Mikroba endofit ini berfungsi untuk mempertahankan eksistensi tumbuhan inang
untuk tetap dapat bertahan hidup dan untuk melindungi dirinya dari predator. Hal
ini membuat mikroba endofit secara terus-menerus memproduksi senyawa-

senyawa kimia baru sebagai pertahanan melindungi inangnya (Rozirwan, 2020).

Salah satu tumbuhan yang banyak mengandung senyawa bioaktif yaitu tumbuhan
mangrove. Ekstraksi dari tanaman menjadi kurang efektif dengan kendala
ketersediaan tumbuhan, maupun degradasi lingkungan yang dapat berdampak pada
hilangnya keanekaragaman hayati (Hasiani et al., 2015). Menurut Mukhlis (2018),
mikroba endofit mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang sama atau
mirip dengan inangnya, maka isolasi senyawa bioaktif tersebut tidak harus
menebang tanaman inang sebagai simplisianya, sehingga biodiversitas tanaman
tersebut di alam tetap terjaga. Fungi endofit diketahui sebagai salah satu sumber
penghasil berbagai senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri, antifungi,
antikanker, dan antivirus. Senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh fungi endofit
dapat berfungsi bagi inang untuk meningkatkan ketahanan terhadap serangan
mikroba patogen. Spesifikasi inang sebagai asal fungi endofit ikut menjadi faktor
penentu kemampuan fungi endofit tersebut dalam memproduksi senyawa bioaktif
(Tangapo et al., 2022).

Fungi merupakan organisme eukariotik yang tidak berklorofil dan tumbuh seperti
benang, benang tunggal atau bercabang yang disebut hife dan hife ini akan
membentuk suatu kumpulan yang disebut dengan miselium (miselia). Hife terdiri
dari dua macam vyaitu hife fertile dan vegetative. Secara umum fungi

dikelompokkan menjadi dua kelompok berdasarkan tipe selnya yaitu fungi yang



bersifat uniseluer (Khamir; ragi, yeast) dan multiseluler (kapang; jamur,
cendawan). Fungi dapat bersifat obligat, yaitu tumbuh bersporulasi di laut, atau
bersifat fakultatif, yaitu berasal dari lingkungan air tawar atau darat yang mampu
tumbuh dan juga bersporulasi di lingkungan laut. Kondisi lingkungan yang ekstrim
di laut seperti salinitas tinggi, tekanan tinggi, variasi suhu, kompetisi dengan
bakteri, virus dan jamur lain dapat menyebabkan fungi laut mampu
mengembangkan senyawa metabolit spesifik yang berbeda dengan jamur
terrestrial (Ayer et al., 2018).

2.3. Alkaloid

Alkaloid adalah senyawa alami (produk alam) yang mengandung nitrogen dan
memiliki aktivitas biologis yang signifikan.  Alkaloid umumnya memiliki sifat
kimia yang mirip dengan basa. Beberapa senyawa yang mengandung nitrogen dari
tumbuhan tidak bersifat basa, tetapi masih diklasifikasikan sebagai alkaloid karena
aktivitas biologisnya memiliki struktur nitrogen heterosiklik yang kompleks (Zhou,
2020). Dapat dilihat dari struktur kimia alkaloid bahwa sebagian besar alkaloid ini
Metabolit sekunder ini ditemukan sekitar 20% spesies pada tanaman yang memiliki

efek pertahanan terhadap patogen.

Karena aktivitas biologisnya yang kuat, banyak dari sekitar 12.000 alkaloid
diketahui telah digunakan sebagai obat, stimulan, anestesi, dan racun. Tidak seperti
kebanyakan jenis metabolit sekunder lainnya, banyak jenis alkaloid memiliki
sumber biosintetik yang unik (Ziegler, 2008). Melalui upaya bersama ahli kimia,
medis, farmakologi dan ahli lainnya, orang telah menemukan bahwa berbagai
alkaloid memiliki aktivitas antitumor, antibakteri, antivirus, dan efek terapi lainnya.
Sejauh ini, hampir 100 senyawa alkaloid telah digunakan atau sedang diuji klinis
(Zhou, 2020). Mekanisme Kkerja dari alkaloid sebagai antibakteri dengan
mengganggu komponen penyusun dari peptidoglikan pada sel bakteri sehingga
menyebabkan kematian pada sel. Adapun mekanisme lain dari alkaloid dapat

menghambat enzim topoisomerase pada sel bakteri (Coyle, 2005).



2.4.  Kitin

Kitin adalah homopolimer yang tersusun atas N-acetyl d-glucosamine dan
glucosamine yang terikat dengan B 1-4 glycosidic. Kitin ditemukan sebagai bahan
penyusun cangkang atau rangka luar serangga dan krustasea, serta penyusun
dinding sel fungi, diatom, bakteri, dan alga (Bastiaens et al., 2019). Karakter kitin
yang kaku dan keras, serta keberadaannya sebagai bahan penyusun rangka luar atau
dinding sel beberapa jenis makhluk hidup diduga terkait peran kitin sebagai templat
untuk biomineralisasi kalsium dan silika, dimana fase kalsifikasi dan silikafikasi
berpusat pada area keberadaan kitin. Proses ekstraksi kitin dari kulit udang
dilakukan menggunakan larutan asam kuat pekat (biasanya HCI) di suhu ruang
untuk menghilangkan mineral, diikuti dengan penggunaan basa kuat (umumnya
NaOH) di suhu sekitar 100°C untuk melepas protein dan pigmen warna. Hasilnya

diperoleh serbuk kitin berwarna putih (Nainggolan, 2023).

Limbah udang (kepala dan kulit) merupakan salah satu sumber bahan baku
penghasil kitin yang mudah diperoleh dan berlimpah ketersediaannya di alam.
Porsi tubuh udang yang tidak dapat dimakan (termasuk kepala, kulit, dan ekor)
dapat mencapai 46% (Arancibia et al., 2014), dengan nilai ekonomi yang sangat
rendah. Kandungan kitin pada kulit udang berkisar 15- 40%. Selain itu kulit
udang juga mengandung protein sebesar 20-40% dan mineral 30-60% (Bastiaens et
al.,, 2019). Adapun jenis kitin penyusun kulit udang adalah a-kitin, yaitu kitin
dengan struktur kristalinitas yang sangat kuat dikarenakan adanya dua ikatan
intramolekul dan antar(inter)molekul yang tersusun secara anti-pararel di tiap unit
sel kitin yang memungkinkan terbentuknya ikatan hidrogen yang maksimum. Hal
ini membuat a-kitin memiliki karakter bahan yang lebih kaku dan stabil dibanding

jenis Kitin lainnya, bersifat tidak reaktif, dan tidak larut air (Bastiaens et al., 2019).



2.5. Solid State Fermentation

Solid-state Fermentation (SSF) didefinisikan sebagai fermentasi yang melibatkan
padatan tanpa adanya (atau mendekati tidak adanya) air bebas, namun substrat
harus memiliki kelembaban yang cukup untuk mendukung pertumbuhan dan

metabolisme mikroorganisme (Maftukhah, 2019).

Tujuan dari SSF adalah untuk membawa kapang atau mikroba yang telah
dikultivasi agar berinteraksi dengan kuat pada substrat yang tidak larut serta
mencapai konsentrasi nutrisi tertinggi dari substrat (Ningrum, 2015).  Menutut

Ningrum (2015), fermentasi substrat padat mempunyai beberapa kelebihan, yaitu :

a. Biasanya menggunakan substrat tunggal, seperti limbah padat yang
mengandung Kkarbohidrat, protein, lemak, dan mineral. Oleh sebab itu
tambahan lain yang diperlukan biasanya hanya air.

b. Persiapan inokulum lebih sederhana.

c. Menghasilkan kepekatan produk yang lebih tinggi. Kontrol terhadap

kontaminan lebih mudah.

o

Memiliki produktivitas yang tinggi.
Kondisi medium mendekati keadaan tempat tumbuh alamiah.
Aerasi optimum.

Tidak diperlukan kontrol pH dan suhu yang teliti.

o «Q —Hh o

Biaya rendah.

2.6. OSMAC

Modifikasi komposisi media dan parameter kultivasi jamur dapat memicu
pembentukan senyawa baru, yang dikenal sebagai pendekatan one strain many
compound (OSMAC) (Oktari, 2022).

Mikroorganisme laut, khususnya jamur yang berasal dari laut, telah terbukti
menjadi produsen metabolit sekunder yang aktif secara biologis yang menjanjikan

untuk bahan kimia dalam penemuan obat. Pengurutan genom keseluruhan jamur
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telah menunjukkan adanya jalur diam, yang tidak diekspresikan dalam kondisi
kultur standar. Namun, perubahan kondisi kultur dapat mengaktifkan kelompok
gen vyang berpotensi sehingga meningkatkan variasi metabolit sekunder.
Pendekatan OSMAC telah terbukti menjadi strategi yang ampuh dengan mengubah
parameter yang berbeda. Sebagai contoh, melalui modifikasi media kultur. Dalam
beberapa dekade terakhir, jamur yang berasal dari spons dalam genus Aspergillus
sp. telah menghasilkan berbagai metabolit, yang telah menampilkan aktivitas
biologis dan farmakologis seperti antivirus, antibakteri, antitumor, dan
antiinflamasi. Dalam hal ini, pendekatan OSMAC digunakan untuk perbandingan
profil metabolik jamur turunan spons Aspergillus sp. yang masing-masing dikultur
pada media PDB dan media beras padat. Ekstrak EtOAc masing-masing yang
diperoleh dari dua kultur dianalisis oleh HPLC mengungkapkan variasi menarik

dalam metabolit sekundernya.

2.7.  Ekstraksi Senyawa Metabolit

Ekstraksi merupakan salah teknik pemisahan kimia untuk memisahkan atau
menarik satu atau lebih komponen atau senyawa-senyawa (analit) dari suatu sampel
dengan menggunakan pelarut tertentu yang sesuai. Ekstraksi padat-cair atau
leaching merupakan proses transfer secara difusi analit dari sampel yang berwujud
padat ke dalam pelarutnya. Ekstraksi dari sampel padatan dapat dilakukan jika
analit yang diinginkan dapat larut dalam pelarut pengekstraksi. Pada ekstraksi ini
prinsip pemisahan didasarkan pada kemampuan atau daya larut analit dalam pelarut
tertentu. Dengan demikian pelarut yang digunakan harus mampu menarik
komponen analit dari sampel secara maksimal.  Berdasarkan metode yang
digunakan, estraksi padat cair dibedakan menjadi maserasi, perkolasi, dan sokletasi
(Leba, 2017).

Maserasi merupakan salah satu jenis ekstraksi padat cair yang paling sederhana.
Proses ekstraksi dilakukan dengan cara merendam sampel pada suhu kamar

menggunakan pelarut yang sesuai sehingga dapat melarutkan analit dalam sampel.
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Sampel biasanya direndam selama 3-5 hari sambil diaduk sesekali untuk
mempercepat proses pelarutan analit.  Ekstraksi dilakukan berulang kali sehingga
analit terekstraksi secara sempurna. Indikasi bahwa semua analit telah terekstraksi
secara sempurna adalah pelarut yang digunakan tidak warna. Kelebihan ekstraksi
ini adalah alat dan cara yang digunakan sangat sederhana, dapat digunakan untuk
analit baik yang tahan terhadap pemanasan maupun yang tidak tahan terhadap

pemanasan. Kelemahannya adalah menggunakan banyak pelarut (Leba, 2017).

2.8.  Kromatografi

Kromatografi adalah metode pemisahan secara fisika yang mana komponen-
komponen yang akan dipisahkan terbagi di antara dua fase, yang satu adalah fase
diam sementara yang lain adalah fase gerak yang bergerak pada arah tertentu
(Rochman, 2020).

2.8.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT merupakan metode pemisahan campuran analit dengan mengelusi analit
melalui suatu lempeng kromatografi lalu melihat komponen atau analit yang
terpisah dengan penyemprotan atau pengecatan. KLT merupakan metode analisis
yang sederhana yang dapat disiapkan di laboratorium dengan cara meletakkan
lempeng-lempeng kedalam wadah dengan ukuran yang sesuai lalu discaning secara
visual (Gandjar, 2012; Kusna dan Siska, 2023)

Metode ini juga memanfaatkan perbedaan afinitas analit dengan fase gerak dan fase
diam untuk mencapai pemisahan campuran kompleks molekul organik. Senyawa
yang mempunyai Rf lebih besar berarti mempunyai kepolaran yang rendah, begitu
juga sebaliknya. Hal tersebut dikarenakan fasa diam bersifat polar. Senyawa yang
lebih polar akan tertahan kuat pada fasa diam, sehingga menghasilkan nilai Rf yang
rendah. Rf KLT yang bagus berkisar antara 0,2 - 0,8. Pelat KLT berupa lembaran

kaca, logam atau plastik yang dilapisi dengan lapisan tipis adsorben padat.
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Sejumlah kecil campuran yang akan dianalisis ditotolkan di bagian bawah pelat dan
pelat KLT ditempatkan pada wadah pelarut yang dalam sehingga hanya bagian
paling bawah pelat yang berkontak langsung dengan eluen saat dielusi. Pelarut
bermigrasi ke atas pelat (perkembangan menaik) dan komponen sampel dipisahkan.
Pelat KLT dikeluarkan dari bilik dan pelarut dibiarkan menguap, spot noda yang
terpisah dapat dideteksi dengan memvisualisasikan di bawah sinar UV 254 nm, 366
nm, maupun sinar fluoresens dengan menggunakan autoradiografi dan pengukuran
radiasi dari senyawa berlabel radioaktif. Cara lain dapat dilakukan melalui
pencampuran dengan beberapa reagen, misalnya reagen serium (IV) sulfat untuk
mendeteksi senyawa organik secara umum, dan reagen Dragendorff untuk
mendeteksi adanya gugus N tersier (nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan
kovalen koordinat dengan K+) (Astuti et al., 2021; Setiawan et al., 2022; Susilo &
Suciati, 2016).

>a

b
} Rf=b/a
@

Gambar 1. Plat KLT

Seperti halnya pada kertas harga Rf didefinisikan sebagai berikut :

Jarak yang digerakkan oleh senyawa dari titik asal
Harga Rf =

Jarak yang digerakkan oleh palarut dari titik asal

Keuntungan penggunaan KLT untuk analisis antara lain, sampel dalam jumlah
banyak dapat dianalisis secara paralel dalam satu waktu secara bersamaan, mudah
untuk pelaksanaan multideteksi tanpa mengulang pemisahannya, hasil yang
diperoleh dapat berupa foto kromatogram dan data-data yang menyertai suatu
kromatogram, resolusi yang tinggi dan pemisahan yang baik sehingga analisis dapat
akurat, biaya yang efektif, konsumsi fase gerak yang sedikit dan menyediakan
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informasi sidikjari dengan atau tanpa senyawa standar, serta aplikasinya sangat luas
(Batubara dan Wahyuni, 2022).

2.8.2. Kromatografi Kolom

Pemisahan dengan kromatografi kolom didasarkan pada mekanisme adsorpsi dan
partisi. Proses adsorpsi melibatkan beberapa interaksi yakni ikatan hydrogen , gaya
van der walls, gaya dipol-dipol, interaksi ionik dan filtrasi atau permiasi antara
senyawa-senyawa dalam campuran dengan fasa diam. Senyawa yang dapat
berinteraksi dengan fasa diam akan teretensi sedangkan senyawa yang tidak dapat
berinteraksi dengan fasa diam akan bergerak mengikuti fasa gerak dan dielusi
terlebih dahulu. Hasil pemisahan dikumpulkan berupa fraksi-fraksi ketika keluar
dari kolom (Leba, 2017).

Pada metode ini campuran yang akan dipisahkan dimasukan pada bagian ujuang
atas kolom dan fasa gerak dibiarkan mengalir melalui fasa diam di dalam kolom
yang pada Gambar hanya dipengaruhi oleh gaya gravitasi, seperti yang

diilustrasikan pada Gambar 2.

M
O Keterangan:
M M M . Fasa gerak (mobile phase)
10
O O : Fasa diam (stationary phase)
M O
log

Muﬁ

Gambar 2. Kromatografi Kolom

Menurut Leba (2017) keuntungan pemisahan dengan metode kromatografi kolom

adalah:
a) Dapat digunakan untuk sampel atau konstituen yang sangat kecil.
b) Cukup selektif terutama untuk senyawa-senyawa organik multi komponen.

c) Proses pemisahan dalam dilakukan dalam waktu yang relatif singkat.
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d) Seringkali murah dan sederhana karena umumnya tidak memerlukan alat yang

mahal dan rumit.

2.9. Bioassay

Bioassay adalah metode yang memanfaatkan bahan hidup untuk mendeteksi zat
dan/atau menentukan potensi toksisitas bahan kimia atau matriks yang
terkontaminasi.  Bioassays penting dalam toksikologi, yang merupakan 'studi
tentang zat beracun dan pengaruhnya terhadap organisme dan lingkungan', dan

digunakan dalam menilai toksisitas akut dan kronis (Christofi, 2005).

Bioassay dapat dibagi menjadi empat kategori besar berdasarkan jenis fungsi yang
diukur dalam sel target yang diinkubasi dengan adanya sitokin: (1) uji yang
mengukur proliferasi atau penghambatan pertumbuhan; (2) uji sitotoksisitas; (3) uji
tergantung pada induksi fungsi sel tertentu, seperti kemotaksis; dan (4) menguji
memperkirakan jumlah protein yang diinduksi dalam sel target. Bioassay lebih
sensitif daripada immunoassay, tetapi terutama karena relevan secara biologis
(Whiteside, 2003).

2.9.1. Bakteri Patogen

Bakteri patogen merupakan bakteri yang dapat menyebabkan penyakit bagi
inangnya dengan adanya perubahan jaringan melalui perubahan genetik. Salah

satu ciri dari bakteri patogen yaitu bersifat saprofit (Ihsan, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/toxicology
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2.9.2. Bakteri S.aureus

Gambar 3. Koloni Staphylococcus aureus

Staphyloccus aureus memiliki klasifikasi sebagai berikut. (Todar, 2005):

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Family : Mirococcaceae

Genus : Staphylococcus
Spesies . Staphylococcus aureus

Staphyloccus aureus (S. aureus) adalah bakteri Gram-positif berbentuk bulat,
biasanya tersusun dalam bentuk rangkaian tak beraturan seperti anggur.  S.
aureus bersifat patogen oportunistik, berkoloni pada kulit & permukaan mukosa
manusia dan mudah tumbuh pada kebanyakan medium bakteriologis dalam
keadaan aerob maupun anaerob fakultatif. S. aureus banyak ditemukan di
sekitar lingkungan hidup manusia dan merupakan penyebab terjadinya infeksi
tersering di dunia yang bersifat piogenik. Hal ini disebabkan oleh kemampuan
S. aureus yang mudah beradaptasi dengan lingkungan melalui ketahanan yang
dimilikinya terhadap antimikrobial. Prototipe lesi dari S. aureus adalah furunkel
atau abses lokal lainnya yang dapat menyebabkan nekrosis jaringan (faktor
dermatonekrotik), menghasilkan ~ enzim  koagulase = yang mengkoagulasi
fibrin di sekitar lesi dan di dalam saluran getah bening, mengakibatkan
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pembentukan dinding yang membatasi proses dan diperkuat oleh penumpukan

sel radang (Maromon et al., 2020).

2.9.3. Bakteri P. aeruginosa

Gambar 4. Pseudomonas aeruginosa

Menurut Siegrist (2010) klasifikasi bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales
Family : Pseudomonadadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri gram negatif yang memiliki ukuran
0.5-0.8 mikron kali 1.5-3.0 mikron (Soedarto, 2015). Bakteri Pseudomonas
aeruginosa bersifat obligat pada berbagai jenis media, memiliki bau manis seperti
anggur atau seperti jagung.  Koloni bakteri Pseudomonas aeruginosa berbentuk
batang, halus dan flouresen berwarna kehijauan sering memproduksi pigmen
berwarna kebiruan dan tidak flouresen atau disebut dengan piosianin (pyocyanin).
Piosianin larut dalam media agar. Suhu optimal untuk pertumbuhan
Pseudomonas aeruginosa adalah 42°C. Suhu tersebut dapat membantu untuk

membedakan spesies Pseudomonas yang lain pada kelompok flouresen yang
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bersifat oksidase positif. Bakteri ini memiliki beberapa galur menghasilkan
pigmen flouresen pioverdin yang menghasilkan warna kehijauan pada media agar.
Beberapa galur menghasilkan pigmen merah gelap piorubin atau pigmen hitam

piomelanin (Brooks et al., 2005).

2.9.4. Antibakteri

Antibakteri adalah senyawa organik yang dapat merusak dan menghambat bakteri
tertentu baik secara alami maupun sintetik.  Zat antibakteri adalah bahan yang
digunakan untuk menghambat bakteri yang merugikan bagi manusia (Brooks et al.,
2005).

2.9.5. Metode Pengujian Antibakteri

Penentuan kerentanan patogen bakteri terhadap agen antibakteri dapat dilakukan

dengan salah satu metode utama yaitu difusi dan bioautografi.

1. Metode Difusi Agar
Metode difusi agar dilakukan dengan menggunakan media agar yang
diinokulasikan inokulum mikroorganisme uji. Kemudian kertas cakram
(diameter 6 mm) yang mengandung senyawa uji dengan konsentrasi yang
diinginkan diletakkan pada permukaan media agar. Cawan petri tersebut
diinkubasi pada kondisi yang sesuai dan agen antimikroba akan berdifusi ke
dalam agar dan menghambat pertumbuhan mikroorganisme yang dapat

dilihat dari zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas cakram

Keuntungan metode disk difusi agar dibandingkan dengan metode lain
adalah mudah, murah, tidak memerlukan peralatan khusus, dapat menguji
banyak mikroorganisme dan agen antimikroba, serta sangat mudah dalam
menginterpretasikan hasil yang diperolen. Namun kekurangannya yaitu
metode ini tidak cocok digunakan dalam penentuan nilai Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM), dan tidak dapat membedakan efek bakterisidal
dan efek bakteriostatik (Balouiri, 2015 ; Jorgensen dan Turnidge, 2016).
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2. Metode kromatografi lapis tipis (KLT)-bioautografi

Bioautografi adalah metode sederhana yang bersifat spesifik dan digunakan
untuk mendeteksi bercak pada kromatogram hasil KLT yang memiliki
aktivitas sebagai antibakteri, antifungi, dan antiviral, sehingga mendekatkan
metode separasi dengan uji biologis (Pratiwi, 2008). Metode ini
merupakan alternatif untuk deteksi zat aktif, mencari antibakteri atau anti
kapang baru, kontrol kualitas antimikroba, dan mendeteksi golongan
senyawa (Kusumaningtyas, 2008). Ada 3 macam metode bioautografi,

yaitu:

a. Bioautografi langsung
Uji bioautografi langsung dilakukan dengan menyemprot lempeng KLT
dengan suspensi mikroorganisme atau dengan diletakkan lempeng KLT
pada permukaan media agar yang telah ditanami mikroorganisme
bioautografi langsung lebih sensitif dan memiliki kemampuan untuk
mendeteksi antibakteri pada konsentrasi rendah sekalipun (Pratiwi,
2008).

b. Bioautografi overlay
Uji bioautografi overlay dilakukan dengan menuangkan media agar
yang telah dicampur dengan mikroorganisme di atas permukaan
lempeng KLT, media ditunggu hingga padat, kemudian diinkubasi.
Area hambatan dilihat melalui penyemprotan dengan tetrazolium
klorida. Senyawa aktif antimikroba akan terlihat sebagai area jernih

dengan latar belakang ungu (Pratiwi, 2008).

c. Bioautografi kontak
Uji bioautografi kontak dilakukan dengan cara meletakkan lempeng
kromatogram hasil elusi senyawa yang akan diuji di atas media padat
yang sudah diinokulasi dengan mikroba uji. Daerah jernih yang tidak
ditumbuhi mikroba menandakan adanya senyawa antimikroba
(Kusumaningtyas, 2008).
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2.9.6. Mekanisme antibakteri

Menurut Radji (2011) berdasarkan mekanisme kerjanya dalam menghambat

bakteri, antibakteri digolongkan sebagai berikut :

1) Antibakteri yang dapat menghambat sintesis dinding sel
Dinding sel pada bakteri merupakan bagian yang berfungsi untuk
mempertahankan struktur sel bakteri. Zat antimikroba yang masuk ke
dalam bakteri umumnya akan melisiskan dan merusak dinding sel bakteri
terlebih dahulu. Setelah bentuk dan struktur selnya mengalami kerusakan,
maka zat antimikroba akan membunuh sel bakteri tersebut.

2) Antibakteri yang dapat merusak membran sel
Membran sel pada bakteri berfungsi untuk mengangkut nutrisi dan
metabolit agar dapat keluar masuk sel.  Selain itu, membran sel juga
berfungsi sebagai tempat berlangsungnya respirasi dan terjadinya aktivitas
biosintesis dalam sel. Beberapa jenis antibakteri dapat melisiskan dan
merusak membran sel, sehingga menghambat pertumbuhan bakteri.

3) Antibakteri yang dapat mengganggu biosintesis asam nukleat
Antibakteri dapat menghambat proses yang dikatalisis oleh enzim menjadi
produk yang lebih kompleks dalam suatu organisme hidup.

4) Antibakteri yang dapat menghambat sintesis protein beberapa jenis
antibakteri dapat menghambat sintesis protein. Proses sintesis protein
terdiri dari 2 macam, yaitu transkripsi (DNA ditranskripsi menjadi mMRNA)
dan translasi (MRNA ditranslasi menjadi protein).

Aktivitas antibakteri dapat dipelajari menggunakan beberapa metode, yaitu metode
dilusi, metode difusi agar, dan metode difusi dilusi. Metode difusi adalah metode
yang sering digunakan untuk analisis aktivitas antibakteri.  Prinsip kerja metode
difusi adalah terdifusinya senyawa antibakteri ke dalam media padat dimana
mikroba uji telah diinokulasikan. Hasil pengamatan yang diperoleh berupa ada atau
tidaknya daerah bening yang terbentuk di sekeliling kertas cakram yang

menunjukan zona hambat pada pertumbuhan bakteri (Balouiri et al., 2016).
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2.10. Karakterisasi Senyawa dengan LC-MS/MS

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) adalah teknik analisis
yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair
dengan  spesifisitas  deteksi  spektrometri  massa. Kromatografi cair
memisahkan komponen-komponen sampel dan kemudian ion bermuatan
dideteksi oleh spektrometer massa. Data LC-MS/MS dapat digunakan untuk
memberikan informasi tentang berat molekul, struktur, identitas dan kuantitas
komponen sampel tertentu, senyawa dipisahkan atas dasar interaksi relatif
dengan lapisan kimia partikel-partikel (fase diam) dan elusi pelarut melalui
kolom (fase gerak) (Mangurana et al., 2019). Keuntungan dari LC-MS/MS yaitu
dapat menganalisis lebih luas berbagai komponen, seperti senyawa termal labil,
polaritas tinggi atau bermassa molekul tinggi, bahkan juga protein. (Mangurana
etal., 2019).

Ginting (2012) dalam Susanto (2019) menjelaskan teknik LC-MS/MS mempunyai
kelebihan diantaranya adalah sebagai berikut :
a. Penggunaan detektor spektrometer masa dapat memperoleh hasil analisis
yang spesifik
b. LC-MS tidak hanya bisa digunakan pada molekul volatil (< 500 Da), namun
dapat digunakan pada molekul yang sangat polar dengan persiapan sampel
cukup sederhana tanpa teknik derivatisasi.
c. Metode pengujian bisa dikembangkan secara fleksibel dengan waktu yang
singkat.
d. Dapat menghasilkan data kuantitatif maupun kualitatif melalui seleksi ion

yang sangat cepat dengan banyak parameter.

2.11.  Fourier Transform Infra Red Spectrophotometer (FT-IR)

FTIR adalah spektroskopi menggunakan infra merah (IR). Spektrometer IR
memungkinkan identifikasi substansi gugus kompleks suatu senyawa. Cara kerja

spektroskopi inframerah adalah sampel yang dipindai menggunakan sinar
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inframerah, dilalukan menembus sampel dan ditangkap oleh detektor. Hasil
pemindaian yang diolah dengan komputer, mampu menyajikan spektrum sampel
(Wibisono, 2017).

Radiasi IR tidak memiliki cukup energi untuk menyebabkan transisi elektronik.
Bila radiasi IR dilewatkan melalui suatu cuplikan, maka molekul akan menyerap
energi sehingga terjadi vibrasi. Panjang gelombang serapan oleh suatu ikatan
bergantung pada jenis getaran ikatan antar atom. Oleh karena itu, tipe ikatan yang
berlainan akan menyerap radiasi IR pada panjang gelombang yang berbeda
(Fessenden & Fessenden, 1986). Vibrasi yang terjadi meliputi vibrasi ulur dan
tekuk dan dikenal beberapa istilah, yaitu rocking, twisting, scissoring, dan waging
(Hollas, 2004).

Daerah radiasi spektroskopi IR berkisar pada bilangan gelombang 12800-10 cm™.
Daerah 1400-4000 cm™ merupakan daerah yang khusus untuk identifikasi gugus-
gugus fungsional, sedangkan daerah 1500-800 cm™ merupakan daerah sidik jari
(fingerprint region) (Murad et al., 2006). Pada daerah sidik jari, sedikit saja
perbedaan struktur dan susunan molekul akan menyebabkan perubahan distribusi

puncak serapan.

Tabel 1. Bilangan gelombang FTIR

Gugus Fungsi Jenis Vibrasi Frekuensi Intensitas
(cm-1)
C-H (C sp®) alkana (rentang) 3000-2850 Tajam
-CHs (bengkok) 1450-1375 Sedang
-CH>- (bengkok) 1465-1450 Sedang
(C sp?) alkena (rentang) 3100-3050 Sedang
(keluar bidang) 1000-650 Tajam
Aromatik (rentang) 3150-3050 Lemah
(keluar bidang) 900-690 Sedang
(C sp) alkuna (rentang) 3300 Sedang

C-H Aldehida 2900-2800 Lemah



Amida
C=C Alkena
Aromatik
C=C Alkuna
C=0 Aldehida
Keton
Asam karboksilat
Ester
Amida
Anhidrida
Klorida asam
Cc-0 Alkohol, ester, eter, asam
karboksilat, anhidrida
O-H Alkohol, fenol, -bebas
Ikatan-H
Asam karboksilat
N-H Amida primer dan
sekunder (rentang)
Bengkok
C-N Amina, amida
C=N Imina dan oksin
C=N Nitril
X=C=Y Allena, ketene, isosianat,
isotiosianat
N=0 Nitro (R-NOy)
S-H Merkaptan
S=0 Sulfon, sulfonil-klorida

Sulfat dan sulfanamiad

2800-2700
1350-1000
1680-1600
1600-1475
2250-2100
1740-1720
1725-1705
1725-1700
1750-1730
1670-1640
1810-1760
1800
1300-1000

3650-3600
3500-3200
3400-2400
3500-3100

1640-1550
1360-1180
1690-1640
2260-2240
2270-1450

1550 dan 1350

22
1375-1300
1200 - 1140

Lemah
Sedang-Lemah
Sedang-Lemah
Sedang-Lemah
Sedang-Lemah

Tajam

Tajam

Tajam

Tajam

Tajam

Tajam

Tajam

Tajam

Sedang
Sedang
Sedang
Sedang

Sedang — Tajam
Sedang — Tajam
Lemah — Tajam
Tajam
Lemah — Tajam

Tajam
Lemah
Tajam

Tajam

22

Sumber : Sastrohamidjojo, 2013
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Menurut Wonorahardjo (2020) terdapat beberapa kelebihan dari FT-IR
dibandingkan IR dispersif yang menyebabkan instrumentasinya lebih sering dipilih

dewasa ini.

a. Resolusi dari frekuensi-frekuensi dalam spektrum lebih bagus sehingga
puncak-puncak tampak lebih baik dan halus. Hal ini sangat menguntungkan
dalam elusidasi struktur senyawa organik.

b. Tidak diperlukan kalibrasi berkali-kali karena frekuensi yang dihasilkan
cukup baik jika diulang (cukup reprodusibel).

c. Pengoperasian instrumen lebih mudah dan cepat.

d. Menggunakan komputer cepat dan juga mempunyai "library™ spektrum
yang berisi kumpulan spektrum yang pernah dibuat selama ini.

e. Mudah diadaptasi untuk penggunaan jika dilakukan penggabungan dengan
alat lain, lebih mudah mengarahkan berkas cahaya ke tempat sam pel

eksternal, misalnya dalam gabungan GC-FT-IR.



I11. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari — Juli 2023 di Unit Pelaksana Teknis
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas

Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunkana dalam penelitian ini yaitu, gelas piala, erlenmeyer, tabung
reaksi, pipet tetes, coverslip, gelas ukur, kaca preparat, botol chamber, cawan petri,
blender, botol semprot, kapas, kasa, plastik wrap, plastik tahan panas, tisu, pinset,
jarum ose, labu evap, bunsen, korek api, spin bar, keranjang, magnetic stirer,
batang pengaduk, spatula, mikropipet 100 uL d an 1000 pL, tip mikropipet, wadah
tip, spidol, lidi, autoklaf Tomy SX-700, rotary evaporator Buchii/R210, lampu UV
A 254 nm, lampu UV Kohler/SN402006, sentrifugator, neraca analitik Wigen
Houser, laminar air flow ESCO/AVC4AL, inkubator Memmert- Germany/INC-02,
hospitex diagnostics, mikroskop Axio Zeiss Al, dan drying oven Jisico.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini, yaitu limbah kulit udang, koloid
kitin, agar-agar plain, sampel fungi endofit mangrove, larutan NaOH 3,5%, larutan
HCI 1,25 N, air laut buatan, akuades, metanol, metanol pro analysis, etil asetat, n-
heksana, DCM, silika C18, alkohol 70%, Tryptic Soy Broth (TSB), mueler hinton

(MH), resazurin 0,02%, pereaksi serium (IV) sulfat, ciprofloxacin, pereaksi
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Dragendorff, Reagen Ninhidrin.

3.3. Metode Penelitian

3.3.1. Peremajaan Isolat Fungi Endofit Mangrove

Peremajaan isolat fungi endofit mangrove yang dilakukan merujuk dari Rahim et
al. (2019) dengan beberapa modifikasi. Sediaan Isolat fungi endofit mangrove
yang berasal dari endofit mangrove Sriminosari, Lampung Timur diremajakan pada
media koloid agar kitin. Media agar Kitin terbuat dari beberapa komposisi, yaitu
agar, koloid kitin, dan air laut buatan dengan perbandingan agar 2% dan koloid
Kitin 2% dari volume totalnya. Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Media agar kitin dipindahkan ke dalam cawan petri
di dalam ruang Laminar Air Flow (LAF), digoreskan sediaan fungi endofit
mangrove, dan diinkubasi selama 14 hari pada suhu ruang. Isolat yang tumbuh
diidentifikasi secara makroskopis dan dipisahkan hingga membentuk isolat tunggal
(Setiawan et al., 2022).

Isolat tunggal yang telah didapatkan, selanjutnya diidentifikasi secara mikroskopis
menggunakan metode cover slide culture merujuk dari Setiawan et al. (2021)
dengan beberapa modifikasi. Coverslip ukuran 22x22 mm dimasukkan ditengah
media Potato Dextrose Agar (PDA) yang terbuat dari 20 g kentang, 2 g agar plain,
2 g d-glucose, dan 100 ml air laut steril pada sudut 45°, kemudian isolat tunggal
fungi endofit mangrove digoreskan berdekatan dengan coverslip dan diinkubasi
selama 4 hingga 7 hari pada suhu ruang. Coverslip diambil secara perlahan
menggunakan pinset steril dan diletakkan pada kaca preparat yang bersih,
kemudian diamati menggunakan mikroskop Axio Zeiss Al dengan perbesaran
400x.
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3.3.2. Kultivasi dan Skrining Antibakteri

Isolat fungi endofit yang telah dilakukan pengamatan secara makro dan mikro,
selanjutnya dilakukan kultivasi. ~ Merujuk pada Ginting et al. (2020) dengan
beberapa modifikasi. Media Potato Dextrose Broth (PDB) yang terbuat dari 20 g
kentang, 2 g d-glucose, dan 100 ml air laut steril, selanjutnya disterilisasi
menggunakan autoklaf selama 15 menit. Media PDB diberi isolat fungi
menggunakan jarum ose bulat di dalam ruangan LAF, kemudian diinkubasi selama
7 hari pada suhu ruang.  Setelah itu, dikultivasi dengan pendekatan OSMAC
menggunakan 3 media, berupa kulit udang (50 g), beras (beras 50 g dan air laut
steril 50 ml), dan kentang (kentang 50 g yang telah direndam air laut steril) yang
selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit, kemudian diinkubasi selama 14 hari, selanjutnya dilakukan ekstraksi.
Menurut Puspitasari et al. (2017) ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc). Media kultivasi yang telah diinkubasi
selama 14 hari ditambahkan pelarut etil asetat (1:1) dan disimpan pada suhu ruang
selama 1x24 jam sembari sesekali diaduk. Kemudian saring dengan kertas saring
sehingga diperoleh ekstrak etil asetat dan residu. Ekstrak etil asetat dipekatkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C sehingga diperoleh ekstrak kasar.
Ekstrak kasar diuji KLT dengan cara melarutkan ekstrak kasar dengan pelarut etil
asetat kemudian ditotolkan pada lempeng KLT ukuran 4x1 cm menggunakan pipa
kapiler. Kemudian dielusi dengan menggunakan eluen n-heksan 7:3 etil asetat.
Setelah itu, Pelat KLT diamati nodanya dibawah sinar UV pada panjang gelombang
254 nm, selanjutnya diberikan reagen serium(IV)sulfat untuk mengidentifikasi
adanya senyawa organik, dan reagen dragendorff untuk mengidentifikasi senyawa
alkaloid..

Ekstrak kasar diuji aktivitas antibakteri dengan perlakuan awal, yaitu bakteri
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa diremajakan selama 24 jam
menggunakan media Triptic Soy Agar (TSA) yang terbuat dari Tryptic Soy Broth
(TSB) 3%, 2 g agar plain, dan 100 ml akuades steril yang sudah disterilisasi
menggunakan autoklaf selama 15 menit.  Selanjutnya, bakteri uji yang sudah
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tumbuh diinokulasi menggunakan media TSB 3% dan diinkubasi selasa 2 jam.
Inokulum yang telah ditumbuhi bakteri disuspensikan ke dalam vial 8 ml dan
distandarisasi Mc. Fraland 0,5.  Ekstrak kasar sample dibuat konsentrasi stok 5
mg/mL atau 5.000 ppm, kontrol negatif dibuat dari dengan cara: 12.5 mL
MeOH dilarutkan dalam 87.5 mL aquades steril, kontrol positif dibuat dari
sediaan tablet Ciprofloxacin 500 mg sebanyak 2 mg/mL. Media TSA diteteskan
suspensi bakteri sebanyak 50 upL dan diratarakan menggunakan cotton bud,
kemudian dipasang ring silinder dan dimasukan sampel yang akan diuji sebanyak
50 uL. Selanjutnya, media TSA yang sudah diberi sampel diinkubasi selama 24
jam dan diamati zona bening yang terbentuk. Sampel yang memiliki zona bening

tertinggi, kemudian dapat dilanjutkan dengan uji bioautografi kontak.

3.3.3.  Uji Bioautografi Kontak

Uji bioautografi dilakukan untuk mendeteksi senyawa aktif yang mempunyai
aktifitas sebagai antibakteri. Media pertumbuhan bakteri dibuat menggunakan 3,9
g Mueler Hinton Agar (MHA) dalam 100 ml aquades steril, kemudian disterilisasi
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit.  Media MHA
dituangkan pada cawan petri sebanyak 25ml, kemudian didiamkan sampai set dan
digoreskan bakteri yang telah diremajakan sebelumnya. Ekstrak kasar dari sampel
yang paling aktif ditotolkan pada pelat KLT dan dielusi menggunakan eluen n-
hexan 7:3 etil asetat. Pelat KLT ditempatkan di atas permukaan MHA selama 30
menit, kemudian pelat KLT pada media MHA tersebut dipindahkan dari permukaan
medium dan diinkubasi selama 24 jam. Senyawa antimikroba yang telah berdifusi
dari pelat KLT ke dalam media agar akan menghambat pertumbuhan bakteri setelah
diinkubasi pada waktu dan suhu yang tepat sampai noda yang menghambat
pertumbuhan mikroorganisme uji tampak pada permukaan membentuk zona yang
jernih (Dewanjee et al., 2014). Senyawa yang memiliki aktivitas antibakteri,
kemudian dipisahkan menggunakan kromatografi kolom. Fraksi yang dihasilkan

diuji menggunakan bioautografi overlay.
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3.3.4. Fraksinasi Menggunakan Kromatografi Kolom dan Bioautografi

Overlay

Merujuk pada Supardan (2022) ekstrak kasar isolat unggul dilarutkan dalam
metanol untuk mengambil senyawa alkaloid yang bersifat polar, kemudian
disiapkan kolom kromatografi. Fase diam yang digunakan adalah oktadesil silika
(C18) untuk mengisolasi senyawa-senyawa yang polar. Selanjutnya, silika C18
dielusi menggunakan pelarut metanol 100% dan diteteskan ekstrak kasar. Hasil
fraksinasi ditampung menggunakan vial yang diberi kode, kemudian setiap fraksi
di KLT menggunakan eluen DCM 9:1 metanol dan diberi pereaksi Dragendorff
untuk mengetahui fraksi-fraksi yang terdapat senyawa alkaloid. Fraksi yang
terdapat senyawa alkaloid digabungkan, kemudian diuji bioautografi overlay untuk
mengetahui aktivitas antibakterinya terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan

Pseudomonas aeruginosa.

Bioautografi overlay diawali dengan menotolkan filtrat pada pelat KLT yang
dielusi menggunakan eluen DCM 9:1 metanol, kemudian diletakkan pada cawan
petri. Selanjutnya, cawan petri yang berisi pelat KLT dituangkan media MHA 25ml
yang sudah diberi suspensi bakteri, kemudian diinkubasi selama 24 jam.
Selanjutnya, media MHA yang telah diinkubasi selama 24 jam, kemudian diberi
pewarna resazurin untuk mengetahui senyawa pada spot bagian KL T yang memiliki
aktivitas antibakteri. Senyawa yang memiliki aktivitas antibakteri, kemudian

dikarakterisasi senyawanya menggunakan LC-MS/MS dan FTIR.

3.3.5. Karakterisasi Senyawa

Sampel isolat unggul yang sudah difraksinasi, selanjutnya dikarakterisasi
menggunakan instrumen Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-
MS/MS) UPLC/Xevo G2-S Qtof di Badan Reserse Kriminal Polri Pusat
Laboratorium Forensik Bogor dan Fourier Transform Infra Red Spectrometer (FT-
IR) Prestige 21 Shimadzu di Laboratorium Kimia Analitik Institut Teknologi
Bandung.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Adapun kesimpulan yang didapat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Hasil peremajaan isolat fungi yang berasal dari endofit mangrove

Srimonosari, Lampung Timur didapatkan 6 isolat yang terindikasi secara

mikroskopis termasuk ke dalam genus Aspergillus dan Acremonium.

2. Hasil skrining antibakteri menggunakan metode difusi agar

menunjukkan ekstrak kasar isolat 21BC3-LRB memiliki aktivitas

antibakteri tertinggi pada bakteri Staphylococcus aureus, sedangkan isolat
21BC2-LRKU memiliki aktivitas antibakteri paling besar terhadap bakteri

Pseudomonas aeruginosa.

3. Hasil karakterisasi LC-MS/MS sampel 21BC2-LRKU1 menunjukkan
bahwa pada waktu retensi 5.19 menit dengan base peak 211.1443 m/z

memiliki perkiraan formula molekul C11H19N202 yang terindikasi senyawa

golongan alkaloid dengan kerangka dasar pirolidin.

4. Hasil karakterisasi FT-IR memiliki korelasi yang cukup sesuai dengan

gugus fungsi pada struktur senyawa yang didapatkan dari LC-MS/MS, yaitu
adanya gugus C — N (1238,30 cm™), gugus C — H alifatik (1384,89 cm™ dan
1448,54 cm™), gugus C=0 (1662,64 cm™), dan gugus N — H (3689,83 cm

)
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5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dilanjutkan ke tahap pemurnian senyawa
alkaloid, karakterisasi sampel 21BC2-LRKU1 menggunakan instrumen NMR,
serta analisis filogenetik pada isolat 21BC2-LR.
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