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Penyakit vibriosis yang disebabkan oleh bakteri Vibrio sp. menjadi masalah 

kesehatan utama dalam industri perikanan dan budidaya perairan yang sering kali 

menyebabkan kematian massal pada berbagai jenis ikan.  Penelitian ini dilakukan 

untuk memperoleh senyawa bioaktif dari ekstrak bakteri produk pupuk cair 

Soluble Liquid (SL).   

Bakteri diisolasi dari pupuk cair SL menggunakan media Tryptose Soy Agar 

(TSA) dan  de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA).  Isolat terpilih selanjutnya 

diidentifikasi makroskopik dan mikroskopik, serta dikultivasi pada media cair 

Nutrient Broth (NB) dan diinkubasi selama tiga hari.  Kultur diekstraksi dengan 

menggunakan etil asetat (EtOAc).  Ekstrak kasar diskrining aktivitas 

antibakterinya terhadap Vibrio parahaemolyticus menggunakan metode difusi ring 

sumuran.  Isolat potensial dikultivasi skala besar menggunakan media cair NB.  

Ekstrak kasar difraksinasi dengan kromatografi kolom dan diuji aktivitas 

bakterinya terhadap V. parahaemolyticus.  Fraksi aktif dikarakterisasi 

menggunakan LC-MS/MS.  Hasil diperoleh isolat bakteri yang terpilih diduga 

adalah genus Lactobacillus sp.   Skrining antibakteri menunjukkan isolat YSL-1 

memiliki daya hambat paling besar terhadap V. parahaemolyticus.   

Hasil analisis data LC-MS/MS sampel YSL-1K2F1 terdeteksi sebanyak 12 

puncak dengan total 5 puncak yang memiliki kelimpahan tinggi.  Analisis LC-

MS/MS pada waktu retensi 17,97 menit dengan puncak dasar 441.2988 m/z 

terindikasi sebagai senyawa turunan Docosahexaenoic Acid (DHA) dalam fraksi 

YSL-1K2F1 yang memiliki aktivitas antibakteri terhadap V. parahaemolyticus. 

 

Kata kunci: Docosahexaenoic acid, lactobacillus sp., soluble liquid, dan vibrio 

parahaemolyticus. 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS 

FROM SOLUBLE LIQUID (SL) PRODUCTS AND TESTING THEIR 

METABOLITE ACTIVITY AS ANTIBACTERIAL AGAINST Vibrio 

parahaemolyticus 

 

 

 

By 

 

 

YASMIN FAHIRA 

 

 

 

 

Vibriosis disease caused by the bacteria Vibrio sp. It is a major health problem in 

the fishing and aquaculture industry which often causes mass deaths in various 

types of fish.  This research was conducted to obtain bioactive compounds from 

bacterial extracts from Soluble Liquid (SL) liquid fertilizer products.  Bacteria 

were isolated from SL liquid fertilizer using Tryptose Soy Agar (TSA) and de 

Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) media. The selected isolates were then 

identified macroscopically and microscopically, and cultivated in Nutrient Broth 

(NB) liquid media and incubated for three days. Cultures were extracted using 

ethyl acetate (EtOAc).  The crude extract was screened for its antibacterial activity 

against Vibrio parahaemolyticus using the ring well diffusion method.  Potential 

isolates were cultivated on a large scale using NB liquid media.  The crude extract 

was fractionated by column chromatography and tested for bacterial activity 

against V. parahaemolyticus.  The active fraction was further characterized using 

LC-MS/MS.  The results obtained by the selected bacterial isolate are thought to 

be the genus Lactobacillus sp.  Antibacterial screening showed that YSL-1 isolate 

had the greatest inhibitory effect against V. parahaemolyticus.  The results of LC-

MS/MS data analysis of the YSL-1K2F1 sample detected 12 peaks with a total of 

5 peaks having high abundance.  LC-MS/MS analysis at a retention time of 17.97 

minutes with a base peak of 441.2988 m/z indicated a compound derived from 

Docosahexaenoic Acid (DHA) in the YSL-1K2F1 fraction which had antibacterial 

activity against V. parahaemolyticus. 

 

Keywords: Docosahexaenoic acid, lactobacillus sp., soluble liquid, and vibrio 

parahaemolyticus.
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Bakteri Vibrio (Vibriobacteria) adalah sekelompok bakteri yang dapat 

menyebabkan penyakit pada manusia dan hewan, terutama ketika sudah 

kontaminan pada makanan atau air.  Vibrio termasuk ke dalam kelompok bakteri 

Gram-negatif yang ditemukan di lingkungan air laut dan air tawar.  Beberapa jenis 

Vibrio, seperti V. cholerae dan V. parahaemolyticus, dapat menyebabkan penyakit 

serius pada manusia seperti gastroenteritis dan kolera, serta infeksi kulit dan 

jaringan lunak seperti selulitis dan necrotizing fasciitis (Baker et al., 2018).  Kasus 

di Indonesia, V. cholerae dan V. parahaemolyticus merupakan jenis Vibrio yang 

sering terdeteksi dalam infeksi saluran pencernaan yang disebabkan oleh 

konsumsi makanan laut mentah atau kurang matang.  V. cholerae juga menjadi 

penyebab utama wabah kolera di beberapa wilayah di Indonesia. Selain itu, kasus 

infeksi kulit yang disebabkan oleh V. vulnificus juga telah dilaporkan di Indonesia.   

 

Berdasarkan data Kementerian Kesehatan Indonesia, menunjukkan bahwa kasus 

kolera di Indonesia mencapai 41.882 kasus pada tahun 2018, sedangkan pada 

tahun 2019 kasus infeksi saluran pencernaan lainnya yang disebabkan oleh Vibrio 

mencapai 342 kasus (Kemenkes, 2019).  Selain menyebabkan penyakit kolera 

pada manusia, Vibrio dapat menjangkit hewan.  Pada hewan, Vibrio umumnya 

menjangkit spesies udang yang biasa disebut dengan penyakit Vibriosis 

(Chandrakala and Priya, 2017).  Vibriosis udang adalah penyakit bakteri 

mematikan yang disebabkan oleh spesies Vibrio dan dapat mempengaruhi 

berbagai spesies udang.  Udang yang terjangkit vibriosis umumnya dipengaruhi 

oleh Vibrio dengan spesies V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. 
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campbellii, V. vulnificus, V. anguillarum, dan V. splendidus (Chatterjee and 

Haldar, 2012; Kumar and Roy, 2017).   

 

Pada udang, infeksi Vibrio terlibat dalam beberapa penyakit seperti shell disease, 

tail necrosis, red disease, luminous vibriosis, loose shell syndrome, acute 

hepatopancreatic necrosis disease atau early death syndrome, vibrio septicemia, 

septic hepatopancreatic necrosis disease, dan white gut disease (de Souza Valente 

and Wan, 2021).  Flegel (2012) menyebutkan bahwa 60% dari perkiraan 

kehilangan produksi udang disebabkan oleh virus white spot syndrome, sementara 

20% oleh infeksi bakteri (terutama oleh Vibrio spp).  Udang yang terjangkit 

bakteri Vibrio sp. menunjukkan beberapa gejala, meliputi gejala nafsu makan 

berkurang, berenang menyamping, bergerak mendekati gelembung udara, 

kemerahan pada kaki renang dan uropod serta terjadi nekrosis dan melanisasi 

pada bagian tubuh (Pariakan dan Rahim, 2021).  Lagan`a et al. (2011) dalam Yano 

et al. (2014), menyebutkan vibriosis udang dan penyakit terkait menyebabkan 

kerugian ekonomi yang tinggi dalam budidaya udang.  Beberapa dekade terakhir, 

berbagai antibiotik dan antimikroba telah digunakan untuk mengendalikan 

vibriosis.  Menurut El-Saadony et al. (2021), penyakit pada hewan laut dapat 

diatasi oleh probiotik yang dapat memberikan manfaat kesehatan bagi ikan dan 

udang jika diberikan dalam dosis suplemen yang sesuai.  

 

Berdasarkan penelitian Hoseinifar et al. (2018), Abdel-Tawwab et al. (2020),  

Mohammadi et al. (2021), Ringø et al. (2020), dan Ringø (2020), berbagai spesies 

mikroba probiotik Gram-positif dan Gram-negatif seperti spesies Bacillus, spesies 

Vibrio, bakteri asam laktat, dan beberapa spesies bakteri lainnya telah digunakan 

sebagai probiotik pada budidaya udang.  Mikroorganisme probiotik dapat 

dimanfaatkan sebagai obat terhadap penyakit vibriosis melalui proses isolasi 

mikroba.  Mikroba yang diisolasi umumnya berupa bakteri, virus, dan juga jamur 

yang memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan Vibrio.  Pengendali Vibrio 

berbasis mikroba dilakukan dengan didasari dari penggunaan antibiotik berlebih 

dalam pengendalian Vibrio yang dapat menyebabkan resistensi antibiotik dan 

dapat menimbulkan dampak yang buruk pada lingkungan.  Pemanfaatan mikroba 

dalam pengendalian bakteri Vibrio yang telah dilakukan oleh beberapa peneliti 
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dibuktikan bersifat lebih aman dan ramah lingkungan dibandingkan dengan 

penggunaan antibiotik atau bahan kimia, serta dapat menurunkan jumlah Vibrio 

dalam produk perikanan dan mengurangi infeksi pada manusia (Xu et al., 2021). 

 

Penelitian tentang kemampuan mikroba sebagai pengendali bakteri patogen telah 

banyak dilakukan dalam beberapa tahun terakhir.  Biomassa pengendali bakteri 

patogen dapat diperoleh dari ekosistem daratan dan perairan.  Salah satu 

pemanfaatan biomassa daratan yaitu limbah sampah organik.  Limbah sampah 

organik dapat dimanfaatkan sebagai pembuatan pupuk organik cair.  Bahri dkk. 

(2023) memanfaatkan limbah sampah organik dan larutan biang menjadi pupuk 

organik cair dengan teknik Soluble Liquid (SL).  Menurut Nur dkk. (2016), dalam 

pupuk organik cair diketahui terdapat sekitar 80 genus mikroorganisme yang 

beragam, terdapat lima jenis utama yaitu bakteri fotosintetik, Lactobacillus sp., 

Streptomyces sp., ragi, dan Actinomycetes.  Beragam jenis pengendali Vibrio telah 

diisolasi seperti bakteri dan jamur.  Asmat et al. (2016), mengisolasi bakteri 

probiotik yang dapat digunakan sebagai pengendali Vibrio pada udang vaname.  

Bakteri yang dihasilkan dapat menghambat pertumbuhan Vibrio dan 

meningkatkan kesehatan pada udang.  Selain itu, ditemukan bahwa bakteri 

probiotik Pseudomonas stutzeri juga dapat digunakan sebagai agen pengendali 

Vibrio pada udang Litopenaeus vaname (Feng et al., 2017).  Bakteri lainnya juga 

dilaporkan dapat meningkatkan kelangsungan hidup pada udang, meliputi 

Arthobacter sp., Bacillus sp., dan Lactobacillus sp. terhadap V. harveyi dan V. 

parahaemolyticus (Li et al., 2008; Sha et al., 2016). 

 

Berdasarkan pemaparan tersebut, pada penelitian ini dilakukan isolasi bakteri 

yang berasal dari produk pupuk organik cair SL yang telah dibuat oleh Bahri dkk. 

(2023) dan telah digunakan sebagai penyubur tanaman dan cairan pengendali 

Vibrio pada udang.  Produk tersebut terdiri dari bahan organik meliputi sampah 

organik, tanaman obat, minyak nabati, minyak hewani, dan air kelapa.  Mengacu 

pada komposisi yang terkandung dalam SL, dapat dipastikan adanya berbagai 

mikroorganisme di dalamnya.  SL memiliki karakteristik cairan yang dapat larut 

dalam air, maka dari itu sampel ini dapat diisolasi dengan metode pengenceran 

dan dapat diidentifikasi pada bakteri terpilih melalui identifikasi makroskopis dan 
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mikroskopis.  Bakteri yang terpilih selanjutnya diperbanyak melalui proses 

kultivasi dan diekstraksi untuk mendapatkan ekstrak kasar yang digunakan dalam 

uji antibakteri terhadap bakteri V. parahaemolyticus.  Kemudian, dilakukan 

pengamatan zona hambat pada uji antibakteri dengan metode difusi agar, 

pemisahan senyawa dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT), fraksinasi 

dengan kromatografi kolom, serta karakterisasi senyawa menggunakan Liquid 

Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS).  

 

 

1.2 Tujuan Penelitian  

 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini dilakukan 

dengan tujuan sebagai berikut: 

1. Memperoleh karakteristik morfologi isolat bakteri terpilih pada produk Soluble 

Liquid (SL). 

2. Memperoleh data aktivitas antibakteri dari ekstrak isolat terpilih terhadap 

bakteri V. parahaemolyticus.  

3. Memperoleh hasil karakteristik senyawa bioaktif pengendali V. 

parahaemolyticus. 

 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

 

Penelitian ini diharapkan mampu memberikan kontribusi dalam perkembangan 

ilmu pengetahuan, di antaranya yaitu produk Soluble Liquid (SL) dapat menjadi 

salah satu sumber mikroba aktif yang mampu bertindak sebagai antibakteri 

terhadap bakteri V. parahaemolyticus dan menghasilkan senyawa yang dapat 

menurunkan aktivitas Vibrio pada udang.



 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Komposisi Produk Soluble Liquid (SL) 

 

Pupuk cair organik berasal dari pupuk padat yang mengalami perendaman.  

Umumnya, pupuk cair organik melewati proses bioremediasi, yang bertujuan 

memperbaiki kondisi pencemaran dalam limbah dengan melibatkan beragam 

organisme.  Organisme dalam pupuk cair dapat mengubah zat-zat berbahaya 

menjadi zat yang aman bagi lingkungan sekitar, yang dikenal sebagai bakteri 

indigen (Suryani dkk., 2022). 

 

Produk Soluble Liquid (SL) merupakan limbah sampah organik yang diolah 

menjadi pupuk organik cair dengan metode SL.  Pupuk organik cair dibuat dengan 

komposisi dasar sampah organik dan larutan biang yang dibuat dari rempah 

tanaman obat, minyak nabati, minyak hewani, dan air kelapa.  Produk SL dibuat 

melewati proses pencacahan sampah organik untuk menghasilkan lindi yang 

dicampurkan dengan larutan biang.  Pupuk organik cair SL yang dihasilkan 

digunakan sebagai aplikasi pada tanaman dan sebagai agen pengendali Vibrio 

(Bahri dkk., 2023). 

 

 

2.1.1 Tanaman Obat 

 

Tanaman obat atau tumbuhan obat telah digunakan sebagai sumber pengobatan 

sejak ribuan tahun yang lalu dan masih menjadi bagian penting dalam pengobatan 

tradisional di banyak negara.  Beberapa jenis tanaman obat terkenal yang telah 

lama digunakan di Asia termasuk kunyit (Curcuma longa), jahe (Zingiber 
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officinale), dan kemangi (Ocimum basilicum) (Sultana and Anwar, 2019).  Kunyit 

mengandung senyawa yang memiliki sifat antiinflamasi, antivirus, dan 

antioksidan yang kuat.  Jahe mengandung senyawa yang memiliki sifat 

antiinflamasi dan analgesik, serta dapat membantu meredakan masalah 

pencernaan.  Kemangi mengandung senyawa yang memiliki sifat antijamur, 

antibakteri, dan antiinflamasi (Mishra and Palanivelu, 2017).  Struktur dasar 

senyawa kurkumin dapat dilihat pada Gambar 1.  

 

 

Gambar 1. Struktur Senyawa Kurkumin (Lestari dkk., 2020). 

 

Beberapa jenis tanaman obat lainnya yang juga dikenal karena khasiatnya sebagai 

obat meliputi daun sirsak (Annona muricata), temulawak (Curcuma 

xanthorrhiza), kencur (Kaempferia galanga), dan jarak pagar (Jatropha curcas).  

Temulawak dan kencur mengandung senyawa yang memiliki sifat antioksidan dan 

antiinflamasi (Nafisa and Rizwani, 2016).  Adapun beberapa tanaman obat seperti  

bawang putih (Allium sativum), lidah buaya (Aloe vera), dan kemangi yang 

memiliki potensi dalam mengatasi infeksi mikroba yang resisten terhadap obat-

obatan (Olasehinde et al., 2020). 

 

 

2.1.2 Minyak Nabati 

 

Minyak nabati adalah minyak yang diperoleh dari biji-bijian, buah-buahan atau 

kacang-kacangan (Gupta and Sharma, 2018).  Salah satu penggunaan minyak 

nabati adalah sebagai bahan baku dalam produksi SL.  Minyak nabati memiliki 

potensi besar sebagai sumber bahan baku untuk produk SL karena kandungan 

asam lemaknya yang tinggi.  Minyak nabati yang banyak digunakan antara lain 

minyak kelapa, minyak kedelai, dan minyak kelapa sawit (Chen and Chen, 2016).  

Minyak nabati mengandung berbagai asam lemak seperti asam linoleat, lenolenat, 
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dan arakidonat.  Struktur dasar senyawa asam linoleat dapat dilihat pada Gambar 

2.  

 

 

 

Gambar 2. Struktur Asam Linoleat (Yuhana, 2019). 

 

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Bhati et al. (2017), minyak nabati yang 

digunakan dalam produksi SL harus memiliki sifat polaritas dan viskositas yang 

sesuai agar dapat terdispersi secara merata dalam air.  Oleh karena itu, minyak 

nabati yang digunakan dalam produksi SL umumnya telah melalui proses 

modifikasi seperti hidrogenasi atau esterifikasi untuk menghasilkan sifat polaritas 

dan viskositas yang sesuai.  Selain itu, kandungan asam lemak dalam minyak 

nabati juga dapat mempengaruhi sifat fisik dan kimiawi dari produk SL yang 

dihasilkan.  

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Zakaria et al. (2018), minyak nabati 

yang kaya akan asam lemak jenuh cenderung menghasilkan produk SL dengan 

sifat viskositas yang tinggi dan waktu pengeringan yang lama,  sedangkan minyak 

nabati yang kaya akan asam lemak tak jenuh cenderung menghasilkan produk SL 

dengan sifat viskositas yang rendah dan waktu pengeringan yang singkat.  Proses 

produksi produk SL juga dapat dilakukan melalui proses elektrokoagulasi yang 

mampu menghilangkan limbah organik dari cairan limbah Pabrik Kelapa Sawit 

(PKS) (Maulida and Arifin, 2018).  Produk SL yang dibuat dari campuran minyak 

nabati dan urea memiliki nilai positif selain bersifat ramah lingkungan dan mudah 

disimpan, produk dengan campuran minyak nabati memiliki kandungan nutrisi 

yang lengkap dan mudah diserap oleh tanaman.  

 

 

2.1.3 Minyak Hewani 

 

Minyak hewani adalah minyak yang berasal dari hewan, seperti sapi, babi, domba, 

ayam, dan ikan.  Menurut Iswari dkk. (2018), minyak hewani memiliki 
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kandungan asam lemak jenuh yang tinggi, seperti asam palmitat dan stearat.  

Minyak hewani juga mengandung asam lemak tak jenuh, seperti asam oleat dan 

linoleat.  Selain dikonsumsi secara langsung, minyak hewani juga dapat 

digunakan dalam berbagai industri, seperti industri makanan, kosmetik dan 

farmasi, dan juga industri pertanian.  Struktur dasar senyawa asam oleat dapat 

dilihat pada Gambar 3. 

 

 

Gambar 3. Struktur Asam Oleat (Maisaroh dkk., 2016). 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Putri dan Hapsari (2019), dalam 

industri makanan, minyak hewani dapat meningkatkan rasa dan aroma pada 

produk makanan, serta meningkatkan tekstur dan daya simpan.  Namun, 

pemilihan jenis minyak hewani yang tepat perlu diperhatikan agar dapat 

menghasilkan produk makanan yang berkualitas dan sehat.  Minyak hewani juga 

berguna dalam industri kosmetik dan farmasi, minyak hewani berguna sebagai 

bahan baku dalam pembuatan krim, sabun, dan obat-obatan.  Minyak hewani 

seperti minyak ikan dapat mengandung asam lemak omega-3 yang bermanfaat 

untuk kesehatan kulit dan rambut.  Selain itu, minyak hewani juga dapat berfungsi 

sebagai agen pelarut bagi bahan aktif dalam produk kosmetik dan farmasi 

(Handayani dkk., 2020). 

 

Produksi SL umumnya memerlukan minyak hewani yang dapat digunakan 

sebagai pelarut bagi bahan aktif dalam produk.  Merujuk hasil yang dilakukan 

oleh Wijayanti dkk. (2019), minyak hewani dapat digunakan sebagai pelarut bagi 

bahan aktif seperti vitamin A dan vitamin E dalam produk SL.  Selain itu, minyak 

hewani juga dapat membantu meningkatkan stabilitas oksidatif dari produk SL 

karena kandungan asam lemak jenuhnya yang stabil terhadap oksidasi. 
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2.1.4 Air Kelapa 

 

Air kelapa adalah cairan yang dihasilkan dari buah kelapa hijau (Cocos nucifera 

L.) yang masih muda dan belum matang secara sempurna.  Air kelapa memiliki 

rasa manis dan segar serta kandungan nutrisi yang beragam seperti elektrolit, gula, 

protein, mineral, dan vitamin (Adawiyah dkk., 2021).  Senyawa fenolik 

ditemukan dalam kelapa melibatkan katekin dan berbagai jenis asam fenolik, 

termasuk asam protokatekuat, asam klorogenat, asam vanilat, asam galat, dan 

asam ellagic (Leliana et al., 2022).  Menurut Leliana et al. (2022), buah kelapa 

memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi.  Salah satu manfaatnya yaitu dapat 

mengurangi hipertensi.  Air kelapa telah digunakan secara luas sebagai minuman 

untuk mengatasi dehidrasi, meningkatkan kesehatan kulit dan rambut, serta 

mengurangi kadar kolesterol dalam tubuh (Adawiyah dkk., 2021).  

 

Menurut Tjahjadi et al. (2016), air kelapa dapat digunakan sebagai pelarut dalam 

produksi SL karena memiliki sifat polaritas yang tinggi dan mudah terdispersi 

dalam air.  Selain itu, air kelapa juga memiliki kandungan gula alami yang dapat 

berfungsi sebagai agen pengemulsi dalam produksi SL.  Penelitian lain yang 

dilakukan oleh Sari et al. (2020), menunjukkan bahwa air kelapa yang telah 

melalui proses fermentasi dapat meningkatkan kualitas dan stabilitas SL yang 

dihasilkan.  Proses fermentasi dapat menghasilkan senyawa seperti asam laktat 

dan asetat yang dapat meningkatkan viskositas dan kestabilan SL. 

 

Penggunaan air kelapa dalam produksi SL juga dapat memberikan manfaat 

tambahan seperti meningkatkan sifat antioksidan dan antiinflamasi dari produk 

tersebut.  Menurut penelitian yang dilakukan oleh Huang et al. (2021), air kelapa 

yang telah diolah menjadi ekstrak dapat meningkatkan aktivitas antioksidan dan 

antiinflamasi pada produk SL yang dihasilkan.  Produk SL yang dihasilkan dari air 

kelapa memiliki karakteristik yang mirip dengan produk SL yang dihasilkan dari 

bahan baku minyak nabati.  Hal ini dikarenakan air kelapa mengandung asam 

lemak yang dapat menghasilkan surfaktan alami yang berperan sebagai pelarut 

dalam pembuatan produk SL.  Selain itu, air kelapa juga mengandung senyawa 

aktif seperti asam laurat dan kaprat yang dapat meningkatkan stabilitas oksidatif 
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dari produk SL (Rachmawati dkk., 2019).  Struktur dasar senyawa kurkuma laurat 

dapat dilihat pada Gambar 4.  

 

Gambar 4. Struktur Asam Laurat (Ulfi, 2021). 

 

 

2.2 Isolasi Bakteri 

 

Mikroorganisme dalam lingkungan alami menggambarkan populasi yang 

beragam, termasuk mikroorganisme yang ada di dalam tanah, air, udara, makanan, 

serta yang bersimbiosis dengan hewan dan tumbuhan.  Suatu jenis 

mikroorganisme dapat diketahui melalui aspek-aspek seperti karakteristik 

kulturan, morfologi, fisiologi, serta sifat-sifatnya, dengan dilakukannya suatu  

teknik yang disebut isolasi (Sabbathini dan Pujiyanto, 2017). Menurut (Singleton 

and Sainsbury, 2006), isolasi bakteri merupakan suatu proses yang melibatkan 

pengambilan bakteri dari sumbernya, lalu menumbuhkannya dalam medium 

buatan untuk memperoleh populasi bakteri yang terpisah dan murni.  Metode 

isolasi yang umum digunakan yaitu dengan metode cawan gores dan metode 

cawan tuang.   

 

Metode-metode tersebut didasarkan pada prinsip pengenceran dengan tujuan 

untuk memperoleh populasi mikroba tunggal, sehingga setiap koloni dapat 

diidentifikasi sebagai spesies individu (Sabbathini dan Pujiyanto, 2017).  Adapun 

media kultur isolasi yang umum digunakan untuk bakteri yaitu media Nutrient 

Agar (NA) (Napitupulu et al., 2019).  Metode cawan tuang dan cawan gores 

dalam media agar dapat dilihat pada Gambar 5. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 5. Metode (a) Cawan Tuang (Cooper, 2020) (b) Cawan Gores 

(Tankeshwar, 2023). 
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2.3 Kultivasi  

 

Kultivasi merupakan tahap penting dalam laboratorium di mana mikroorganisme 

bakteri diperbanyak dan dibudayakan dalam lingkungan yang terkendali, seperti 

media pertumbuhan yang tepat.  Tujuan utama dari proses kultivasi yaitu untuk 

menghasilkan senyawa kimia yang dihasilkan selama pertumbuhan bakteri, yang 

disebut dengan metabolit sekunder (Madigan et al., 2017).  Menurut Prescott et al. 

(2020), media pertumbuhan yang digunakan dalam kultivasi memiliki peran kunci 

dalam mendukung pertumbuhan dan perkembangan bakteri.  Media Nutrient 

Broth (NB) mengandung sumber karbon dan nitrogen termasuk media yang umum 

digunakan untuk kultivasi.  Media NB dirancang dengan menggunakan sumber 

karbon dan nitrogen untuk memastikan pemenuhan kebutuhan nutrisi bakteri. 

Komposisi yang terkandung di dalamnya meliputi beef extract sebagai sumber 

karbon dan pepton sebagai sumber nitrogen (Wahyuningsih dan Zulaikha, 2019).  

 

Pada penelitian ini dilakukan kultivasi isolat bakteri yang diperoleh dari produk 

soluble liquid  pada media NB selama 72 jam dalam keadaan aseptik pada suhu 

37°C.  Media NB dipilih karena memiliki kandungan karbon dan pepton yang 

dapat memenuhi kebutuhan nutrisi bakteri.  Menurut Sari dkk. (2017), media NB 

terbukti baik untuk pertumbuhan bakteri dalam proses kultivasi.  

 

 

2.4 Ekstraksi Senyawa Metabolit  

 

Ekstraksi adalah metode yang digunakan untuk mengisolasi komponen khusus 

dalam sebuah campuran dengan memanfaatkan pelarut tertentu.  Ekstraksi 

umumnya digunakan untuk memisahkan senyawa-senyawa tertentu dari sumber 

alam atau campuran kompleks.  Prinsip dasar ekstraksi didasari oleh perbedaan 

tingkat kelarutan pada suatu senyawa dalam pelarut jenis tertentu.  Oleh karena 

itu, dengan penggunaan pelarut yang tepat, melalui proses ekstraksi dapat 

menghasilkan senyawa yang diinginkan dari campuran (Smith and Brown, 2018).  

Hal-hal yang diperhatikan dalam pemilihan pelarut diantaranya adalah 

selektivitas, toksisitas, kepolaran, kemudahan untuk diuapkan, dan harga pelarut 

(Akbar, 2010).  Etil asetat adalah salah satu pelarut yang umum digunakan dalam 
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ekstraksi cair, terutama dalam ekstraksi senyawa organik dari sampel hasil 

kultivasi.  Etil asetat biasa digunakan karena memiliki kelarutan yang baik untuk 

senyawa organik polar maupun non polar (Putri dkk., 2013).  

 

Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi partisi menggunakan pelarut etil asetat. 

Metode ini menjadi pilihan yang baik karena kelarutan yang baik untuk senyawa 

organik, kemudahan penggunaan, dan kemampuan pemisahan yang efisien, 

sehingga dapat memisahkan berbagai senyawa metabolit sekunder dari sampel 

yang kompleks (Bouarab-Chibane, 2020). 

 

 

2.5 Bakteri Uji 

 

Bakteri uji adalah suatu mikroorganisme yang digunakan untuk pengujian 

aktivitas antibakteri dan pertumbuhan bakteri.  Bakteri uji yang digunakan dalam 

penelitian berfokus pada bakteri Vibrio parahaemolyticus. 

 

 

2.5.1 Aktivitas Vibrio parahaemolyticus 

 

Vibrio merupakan bakteri akuatik yang dapat ditemukan di sungai, muara sungai,  

kolam, dan laut.  Salah satu jenis bakteri dari marga Vibrio yang hidup di laut dan 

termasuk bakteri patogen yang berbahaya bagi kesehatan manusia adalah Vibrio 

parahaemolyticus.  Bakteri ini adalah jenis bakteri yang hidupnya di laut, 

memiliki daya tahan terhadap salinitas cukup tinggi.  Oleh sebab itu, bakteri 

patogen ini dapat mencemari pangan hasil laut (Liston, 1989).  Hasil pewarnaan 

gram bakteri V. parahaemolyticus secara mikroskopik dapat dilihat pada Gambar 

6. 

 

 

Gambar 6. Pewarnaan Gram Vibrio parahaemolyticus (Boucher, 2016). 
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Vibrio merupakan genus bakteri Gram-negatif berbentuk batang yang sering 

ditemukan di lingkungan air seperti laut, sungai, dan rawa-rawa.  Beberapa 

spesies Vibrio di antaranya dapat menyebabkan infeksi pada manusia dan hewan.  

Aktivitas Vibrio dapat diukur melalui berbagai metode seperti pengamatan 

pertumbuhan bakteri, produksi enzim, dan analisis genetik.  Aktivitas Vibrio dapat 

meningkat di perairan yang tercemar oleh limbah organik dan mikroba patogen 

lainnya.  Hal ini berdampak pada meningkatnya potensi penularan penyakit 

melalui kontak dengan air atau konsumsi ikan yang tercemar.  Selain itu, 

peningkatan suhu air dan kadar garam juga dapat meningkatkan aktivitas Vibrio 

(Diah dkk., 2016).  

 

Vibrio dapat tumbuh dan berkembang biak pada suhu yang tinggi dan 

membutuhkan oksigen untuk metabolismenya.  Vibrio juga dikenal sebagai 

penyebab utama dari berbagai jenis penyakit pada ikan dan hewan laut.  Vibrio 

parahaemolyticus adalah salah satu spesies Vibrio yang paling sering ditemukan 

di perairan laut di Indonesia.  Bakteri ini dianggap sebagai patogen utama yang 

menyebabkan keracunan makanan di seluruh dunia.  V. parahaemolyticus 

menghasilkan berbagai macam toksin yang dapat menyebabkan infeksi pada 

manusia yang memakan makanan laut yang terkontaminasi oleh bakteri Vibrio 

(Azmi et al., 2018).   

 

 

2.5.2 Bakteri Pengendali Vibrio 

 

Pengendalian bakteri memiliki peran penting dalam industri dan produksi pangan, 

obat-obatan, kosmetika, dan lain-lain.  Pengendalian bakteri bertujuan pada 

pengendalian mikroorganisme antara lain mencegah penyebaran penyakit dan 

infeksi, membasmi mikroorganisme yang sering sebagai bakteri kontaminan, 

mencegah pembusukan dan perusakan bahan oleh mikroorganisme (Lestari, 

2018).  

 

Pengendali Vibrio adalah substansi atau suatu agen yang digunakan untuk 

mengontrol pertumbuhan dan penyebaran bakteri Vibrio.  Pengendali Vibrio 

biasanya digunakan dalam industri perikanan dan akuakultur untuk mencegah dan 



14 

 

 

mengendalikan infeksi Vibrio pada ikan dan udang.  Beberapa jenis pengendali 

Vibrio yang umum digunakan meliputi probiotik, antibakteri, dan senyawa kimia 

seperti formalin (FAO, 2019).  Hasil pewarnaan gram bakteri Bacillus subtilis 

secara mikroskopik dapat dilihat pada Gambar 7. 

 

 

Gambar 7. Bakteri Bacillus subtilis (Purwaningsih dan Destik, 2021). 

 

Prayitno et al. (2019), mengemukakan bahwa bakteri golongan Bacillus dan 

Vibrio yang bersifat Gram-positif dapat dijadikan sebagai bakteri pengendali 

Vibrio dalam menghambat pertumbuhan Vibrio harveyi yang ditemukan pada 

sedimen perairan dan rumput laut di Pantai Tuban, Jawa Timur.   

 

 

2.6 Kromatografi 

 

Kromatografi didasari pada prinsip partisi diferensial antara fase diam (padatan 

atau cairan yang didukung pada padatan) dan fase gerak (cair atau gas).  Fase 

diam yang digunakan dari lapisan tipis adsorben, seperti silika gel, alumina, atau 

selulosa pada substrat inert.  Faktor yang efektif dalam proses pemisahan ini 

meliputi karakterisasi molekuler yang berkaitan dengan absorpsi, partisi, dan 

afinitas atau perbedaan berat molekulnya.  Tujuan penerapan kromatografi adalah 

untuk mencapai pemisahan yang sempurna dalam selang waktu yang sesuai.  

Berbagai metode pada kromatografi, melingkupi kromatografi kolom, 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT), kromatografi kertas, kromatografi penukar ion, 

kromatografi permeasi gel, Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT), dan 

kromatografi gas (Coskun, 2016).  Pemisahan komponen senyawa pada penelitian 

ini menggunakan teknik dan kromatografi kolom dan Kromatografi Lapis Tipis 

(KLT).  
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2.6.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan suatu metode analisis yang digunakan 

untuk memisahkan suatu campuran senyawa secara tepat dan sederhana.  

Pemisahan yang terjadi pada KLT berdasarkan pada adsorpsi, partisi atau 

kombinasi kedua efek, tergantung pada jenis lempeng, fase diam dan gerak yang 

digunakan.  Pada umumnya, KLT lebih banyak digunakan untuk tujuan 

identifikasi karena cara ini sederhana dan mudah, serta memberikan pilihan fase 

gerak yang lebih beragam.  Kegunaan dari KLT adalah untuk analisis kuantitatif 

dan isolasi skala preparan.  Lempeng kaca atau aluminium digunakan sebagai 

penunjang fase diam.  Fase gerak akan merayap sepanjang fase diam dan akan 

terbentuk kromatogram, yang dikenal juga sebagai kromatografi kolom terbuka 

(Hujjatusnaini dkk., 2021).  

 

Dalam pemisahan senyawa metabolit sekunder, diperlukan penggunaan fase diam 

seperti silika gel atau C18 yang memiliki karakteristik yang berbeda-beda dalam 

hal pelarutnya.  Ketika menganalisis dengan menggunakan SiO2, pelarut yang 

digunakan bersifat non polar seperti n-Heksana, sedangkan analisis dengan 

menggunakan plat C18, pelarut yang digunakan bersifat polar seperti metanol. 

Pada metode KLT, pelarut bergerak ke atas piring tipis secara kapiler, dengan 

kecepatan elusi dari setiap komponen senyawa.  Hal tersebut bergantung pada 

polaritasnya, jenis fase diam yang digunakan, serta sifat polaritas dari pelarut 

yang berperan sebagai fase gerak (Rachmadi, 2022). 

 

Anwar dkk. (2017) telah berhasil melakukan pemisahan KLT dengan fase gerak 

kloroform:metanol dengan perbandingan 6:5.  Hasil penelitian ini menunjukkan 

bahwa penggunaan fase gerak tersebut memungkinkan untuk mendeteksi 

kandungan metabolit seperti senyawa fenolik, flavonoid, dan komponen lainnya 

dalam ekstrak uji.  Selain itu, metode KLT ini juga memungkinkan untuk 

menentukan ekstrak terbaik dari beberapa ekstrak yang diuji.  Hasil KLT fase 

gerak kloroform:metanol dapat dilihat pada Gambar 8.  
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Gambar 8. Hasil KLT Fase Gerak Kloroform:Metanol (Anwar dkk., 2017). 

 

KLT memiliki peran penting dalam menetapkan metode pemisahan untuk 

menganalisis berbagai sampel.  Keunggulan utama KLT adalah kemampuannya 

untuk analisis tanpa memerlukan peralatan analitik yang kompleks dan mahal.  

Selain itu, metode ini memungkinkan analisis beberapa sampel secara simultan 

dan menawarkan berbagai pilihan metode deteksi, seperti menggunakan sinar UV 

atau reaksi kimia yang menghasilkan titik-titik atau bercak berwarna. Identifikasi 

pola bercak setelah KLT dapat diketahui melalui nilai Retention Factor (Rf) yang 

dapat dihitung menggunakan persamaan berikut: 

 

R𝑓 =
jarak yang ditempuh senyawa

jarak yang ditempuh oleh pelarut
 

 

Nilai Rf dihitung dari titik pusat dan mencakup kisaran nilai antara 0 hingga 1,00 

atau dapat juga dinyatakan dalam bentuk persentase, yang artinya mencakup 

seluruh skala dari 0 hingga 100 (Kalász et al., 2020). 

 

 

2.6.2 Kromatografi Kolom 

 

Pemisahan dengan kromatografi kolom didasarkan pada mekanisme adsorpsi dan 

partisi.  Proses adsorbsi melibatkan beberapa interaksi yakni ikatan hidrogen, gaya 

van der walls, gaya dipol-dipol, interaksi ionik, dan filtrasi atau permiasi antara 

senyawa-senyawa dalam campuran dengan fase diam.  Senyawa yang dapat 

berinteraksi dengan fase diam akan teretensi, sedangkan senyawa yang tidak dapat 

berinteraksi dengan fase diam akan bergerak mengikuti fase gerak dan dielusi 

terlebih dahulu.  Hasil pemisahan dikumpulkan berupa fraksi-fraksi ketika keluar 

dari kolom (Leba, 2017).  Kromatografi kolom biasanya digunakan untuk 

memisahkan suatu campuran senyawa dalam jumlah relatif banyak, tergantung 
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pada diameter dan panjang kolom yang digunakan.  Hal yang mempengaruhi 

keberhasilan pemisahan dengan menggunakan kromatografi kolom adalah 

pemilihan adsorben dan eluen atau pelarut, dimensi kolom yang digunakan serta 

kecepatan elusi yang dilakukan (Hujjatusnaini dkk., 2021).  Pemisahan campuran 

senyawa menggunakan instrumen kromatografi kolom dapat dilihat pada Gambar 

9.  

 

 

Gambar 9. Kromatografi Kolom (Sinhyu, 2018). 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Agustini dkk. (2017), dalam 

fraksinasi dengan kromatografi kolom dapat menggunakan fase gerak 

dikloromethan:etil asetat dengan perbandingan 1:1 dan fase diam silika gel G60. 

Hasil yang didapatkan dengan menggunakan fase gerak dan diam tersebut, fraksi 

yang didapatkan dapat memberikan zona hambat yang besar dan berpotensi 

sebagai antibakteri.  

 

 

2.7 Karakterisasi Struktur Senyawa  

 

Karakterisasi struktur senyawa umumnya dilakukan dengan tujuan 

mengidentifikasi komponen serta menentukan struktur molekul yang terdapat 

dalam suatu sampel.  Salah satu karakterisasi yang dapat menentukan struktur 

senyawa adalah karakterisasi menggunakan instrumen Liquid Chromatography-

Mass Spectroscopy (LC-MS/MS). 
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2.7.1 Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-MS/MS) 

 

Menurut Mukherjee (2019), Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-

MS/MS) adalah teknik analitik yang kuat yang digunakan untuk pemisahan, 

identifikasi, dan kuantifikasi senyawa yang tidak diketahui dan diketahui serta 

untuk menjelaskan struktur dan sifat kimia dari molekul yang berbeda.  Metode 

analisis ini sangat berguna untuk menganalisis molekul kecil dan menawarkan 

sensitivitas dan selektivitas yang lebih tinggi dalam analisis jejak zat yang 

mengandung banyak komponen.  Prinsip LC-MS/MS didasarkan pada 

penggunaan dua spektrometer massa bersama-sama untuk menganalisis campuran 

sampel.  Metode ini menggunakan dua penganalisis massa yang disusun secara 

berurutan dengan sel kolision (collision cell) di antara keduanya.  Penganalisis 

massa digunakan untuk memilih rasio massa terhadap muatan (m/z) tertentu. 

Penganalisis massa pertama menganalisis rasio m/z dari ion induk, kemudian pada 

sel kolision ion induk bertabrakan dengan molekul gas dan terfragmentasi menjadi 

ion yang lebih kecil dan diperoleh rasio m/z pada penganalisa masa kedua sebagai 

ion produk (Harmita dkk., 2019).  Salah satu contoh hasil LC-MS/MS dapat 

dilihat pada Gambar 10 dan Gambar 11. 

 

 

Gambar 10. Hasil LC-MS/MS (Fauzia dkk., 2018). 

 

Gambar 11. Spektrogram Massa Isolat pada Retensi 7,49 menit (Fauzia dkk., 

2018). 
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Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Fauzia dkk. (2018), LC-MS/MS 

digunakan untuk mengidentifikasi perkiraan jenis serta struktur senyawa yang 

terdapat pada suatu sampel yang ditunjukkan pada Gambar 10 dan Gambar 11. 

Berdasarkan kromatogram, diketahui terdapat 7 puncak dengan intensitas yang 

tinggi. Salah satu puncak memiliki waktu retensi 7,49 menit yang menunjukkan 

adanya keberadaan senyawa steroid.  Spektrogram dengan waktu retensi tersebut, 

terdeteksi ion molekuler dengan massa sebesar 399 m/z, yang mengidentifikasi 

berat molekul sekitar 398 g/mol.  Menurut hasil yang didapatkan, dapat 

disimpulkan kromatogram LC-MS/MS dapat mengidentifikasi suatu senyawa 

isolat, di mana senyawa yang dihasilkan adalah senyawa golongan steroid yaitu 

Brassicasterol. 



 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

 

Penelitian ini dilakukan di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan 

Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) Universitas Lampung pada bulan Oktober 

2023 sampai dengan Mei 2024.  Analisis instrumen Liquid Chromatography 

Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dilakukan di Pusat Laboratorium 

Forensik Badan Reserse Kriminal POLRI, Bogor., dan Scanning Electron 

Microscope (SEM) di UPT LTSIT Universitas Lampung. 

 

 

3.2  Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah gelas kimia, pipet tetes, 

tabung reaksi, Erlenmeyer, gelas ukur, cawan petri, vial, Eppendorf tube, batang 

pengaduk, mikropipet, pinset, gunting, cutter, jarum ose, oven, plastik tahan 

panas, lampu spiritus, hot plate, spatula logam, vortex, autoklaf Tomy SX-700, 

neraca analitik Wiggen Houser, kaca objek, magnetik stirer, aluminium foil, rotary 

evaporator Buchii/R-210, laminar air flow ESCO, waterbath Julabo SW200, 

inkubator Memmert-Germany/INC-02, mikroskop Axioo Zeiss Imager A1, 

perlengkapan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang terdiri dari plat silika 

aluminium silica gel F254 (Merck), lampu UV SN402006, kromatografi kolom, 

ring sumuran, Scanning Electron Microscope (SEM) EVO with 10 kV electron 

high voltage, Carl Zeiss EVO MA 10, Oberkochen, Germany., dan Liquid 

Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS/MS) ACQUITY UPLC® H-Class 

System (Waters, Beverly, MA, USA), ACQUITY UPLC® HSS 
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C18 column (1.8 µm 2.1 × 100 mm) (Waters, Beverly, MA, USA), dan Xevo G2-

S Qtof Mass Spectro (Waters, Beverly, MA, USA). 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah produk Soluble Liquid 

(SL), akuades, Nutrient Agar (NA) (HIMEDIA), Tryptose Soy Agar (TSA) 

(OXOID), de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) (Merck), etanol 70%, Nutrient 

Broth (NB) (HIMEDIA), Etil asetat (EtOAc), n-Heksana, metanol, Mueller 

Hinton Agar (MHA) (HIMEDIA), bakteri Vibrio parahaemolyticus (UPT LTSIT 

Unila), Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) (Merck), iodin, safranin 

fuchsin, kristal violet, minyak emersi, pereaksi Dragendorff, pereaksi 

Serium(IV)sulfat, pereaksi Ninhidrin, silika gel, kloramfenikol, metanol 12,5%, 

plastic wrap, tisu, kapas, dan kasa.  

 

 

3.3 Prosedur Kerja 

 

Adapun prosedur kerja yang dilakukan dalam penelitian ini sebagai berikut. 

 

3.3.1 Pembuatan Media  

 

Tryptose Soy Agar (TSA) digunakan sebagai media untuk isolasi dan peremajaan 

bakteri.  TSA sebanyak 4,5 g dilarutkan dengan 100 mL akuades dan 

dihomogenkan hingga media larut sempurna, selanjutnya disterilkan dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.  Media dituangkan ke dalam cawan 

petri sebanyak 20 mL dan dibiarkan memadat (Maryani dkk., 2021). 

 

de Man Rogosa Sharpe Agar (MRSA) digunakan sebagai media selektif untuk 

isolasi bakteri.  MRSA sebanyak 6,82 g dilarutkan dengan 100 mL akuades dan 

dihomogenkan hingga media larut sempurna, selanjutnya disterilisasi dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.  Media dituangkan ke dalam cawan 

petri sebanyak 20 mL dan dibiarkan memadat (Pratiwi dkk., 2022). 

 

Nutrient Broth (NB) digunakan sebagai media pertumbuhan untuk kultivasi 

bakteri.  NB sebanyak 150 g dilarutkan dengan 1000 mL akuades dan 

dihomogenkan hingga media larut sempurna, selanjutnya disterilisasi dalam 
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autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.  Setelah steril, NB disimpan dalam 

oven dan siap untuk digunakan (Sari dkk., 2017). 

 

Mueller Hinton Agar (MHA) digunakan sebagai media padat untuk uji antibakteri.  

MHA sebanyak 3,8 g dilarutkan dengan 100 mL akuades dan dihomogenkan 

hingga media larut sempurna, selanjutnya disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 

121 °C selama 15 menit.  Media dituangkan ke dalam cawan petri sebanyak 10 

mL dan dibiarkan memadat (Suryatman dan Achmad, 2022). 

 

Mueller Hinton Broth (MHB) digunakan sebagai media inokulum untuk uji 

antibakteri.  MHB sebanyak 2,1 g dilarutkan dengan 100 mL akuades dan 

dihomogenkan hingga media larut sempurna, selanjutnya disterilisasi dalam 

autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit.  Setelah steril, NB disimpan dalam 

oven dan siap untuk digunakan (Setyaningsih dkk., 2012). 

 

Thiosulfate Citrate Bile Salt (TCBS) digunakan sebagai media pertumbuhan 

bakteri selektif bakteri Vibrio parahaemolyticus.  TCBS sebanyak 4,45 g 

dilarutkan dengan 100 mL akuades dan dihomogenkan hingga media larut 

sempurna, selanjutnya disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 

menit.  Media dituangkan ke dalam cawan petri sebanyak 15 mL dan dibiarkan 

memadat (Suryatman dan Achmad, 2022). 

 

 

3.3.2 Isolasi Bakteri dari Soluble Liquid 

 

Produk pupuk cair Soluble Liquid (SL) diperoleh dari Bahri dkk. (2023).  Isolasi 

bakteri dari sampel produk SL dilakukan dengan metode cawan sebar (spread 

plate) menggunakan variasi media Tryptose Soy Agar (TSA) dan de Man Rogosa 

Sharpe Agar (MRSA).  1 mL sampel produk soluble liquid dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi yang berisi 9 mL akuades, sehingga diperoleh pengenceran 10
-1

.  

Selanjutnya dilakukan pengenceran berseri hingga pengenceran 10
-7

.  Sebanyak 1 

mL sampel dari pengenceran 10
-7

 diambil dan dituang pada masing-masing media 

TSA dan MRSA yang telah memadat.  Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 27 
o
C.  Koloni yang didapatkan dari hasil isolasi selanjutnya dilakukan 
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penggoresan kembali pada media TSA.  Setelah mendapatkan isolat yang 

diinginkan, isolat dikarakterisasi secara makroskopik dan mikroskopik (Ratih 

dkk., 2021). 

 

 

3.3.3 Identifikasi Morfologi Bakteri  

 

Identifikasi morfologi meliputi identifikasi makroskopik dan mikrokopik.  

Identifikasi makroskopik dilakukan dengan pengamatan visual isolat yang tumbuh 

pada media agar.  Pengamatan ini meliputi warna, bentuk, tepian, dan elevasi yang 

terlihat pada koloni bakteri yang ditumbuhkan (Kurnia dkk., 2020).  Identifikasi 

mikroskopik dilakukan dengan teknik pewarnaan gram.  Isolat terpilih dari media 

agar diambil satu ose dan diulas pada kaca objek, lalu difiksasi di atas api bunsen.  

Preparat yang telah difiksasi kemudian ditetesi dengan larutan kristal ungu dan 

didiamkan selama satu menit.  Selanjutnya dicuci dengan air mengalir dan 

dikeringkan.  Preparat ditetesi dengan larutan iodin dan didiamkan selama dua 

menit.  Kemudian dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan.  Ditetesi dengan 

etanol 70% hingga warna ungu sebelumnya hilang.  Preparat ditetesi dengan 

safranin sebanyak tiga tetes dan didiamkan selama satu menit.  Selanjutnya dicuci 

dengan akuades dan dikeringkan.  Preparat ditetesi dengan minyak emersi.  

Kemudian diamati dengan mikroskop, hasil akhir akan terlihat sebagai uji Gram-

positif jika sel berwarna ungu dan Gram-negatif jika sel berwarna merah 

(Remijawa dkk., 2020).   

 

 

3.3.4 Kultivasi Bakteri  

 

Kultivasi bakteri dilakukan dalam media Nutrient Broth (NB) sebanyak 150 mL 

dalam Erlenmeyer 1000 mL.  Isolat bakteri yang murni dari hasil regenerasi 

diinokulasi ke dalam media NB.  Kemudian diinkubasi dengan Incubator Shaker 

dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 37 
o
C selama 72 jam (Sari dkk., 2017).  

Hasil kultur bakteri selanjutnya ditampung dan dipersiapkan untuk dilakukan 

ekstraksi senyawa metabolit. 
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3.3.5 Ekstraksi Senyawa Metabolit  

 

Hasil kultivasi yang didapatkan selanjutnya diekstraksi dengan metode ekstraksi 

cair-cair menggunakan corong pisah dan pelarut etil asetat (EtOAc).  Proses 

ekstraksi dilakukan dengan perbandingan 1:1 v/v dan diaduk selama 5 menit.  

Setelah itu dibiarkan hingga terbentuk dua lapisan, yakni EtOAc di bagian atas 

dan air di bagian bawah.  Lapisan EtOAc dipindahkan ke dalam wadah baru, 

sementara itu lapisan air yang berada di bawah ditambahkan kembali dengan etil 

asetat 1:1 v/v sebagai pengulangan.  Lapisan EtOAc selanjutnya diuapkan dengan 

rotary evaporator, sehingga didapatkan ekstrak kasar EtOAc (Jasmiadi dkk., 

2023).  Ekstrak kasar yang didapatkan digunakan untuk uji kromatografi lapis 

tipis dan uji skrining aktivitas antibakteri terhadap bakteri V. parahaemolyticus. 

 

 

3.3.6 Kromatografi Lapis Tipis 

 

Pemisahan secara Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan untuk mencari eluen 

terbaik dari beberapa eluen yang akan digunakan untuk mengetahui pola 

kromatogram yang dihasilkan dari pemisahan senyawa yang terdapat pada 

sampel.  KLT digunakan untuk mengamati pola kromatogram yang timbul dari 

pemisahan senyawa dalam sampel.  Ekstrak kasar kemudian dianalisis dengan 

KLT, menggunakan plat silika gel 60 F254.  Sebagai pelarut, digunakan campuran 

n-Heksana dan etil asetat (EtOAc) dengan perbandingan 7:3.  Selanjutnya noda 

pada KLT dapat diamati di bawah sinar UV 254 nm.  Langkah berikutnya adalah 

visualisasi tambahan dengan menggunakan reagen serium sulfat, reagen 

Dragendorff , dan pereaksi ninhidrin untuk menampilkan noda hasil KLT.  Serium 

sulfat digunakan untuk mendeteksi senyawa organik biasanya menandakan 

adanya senyawa dengan gugus hidroksil (OH) dalam sampel dengan munculnya 

noda berwarna coklat kehitaman.  Dragendorff digunakan untuk mendeteksi 

senyawa dengan gugus amina yang terbentuknya noda berwarna oranye dalam 

KLT.  Pereaksi ninhidrin digunakan untuk mendeteksi adanya peptida dengan 

munculnya noda gelap.  Terakhir, plat KLT diamati dan nilai Rf digunakan untuk 

menilai tingkat kepolaran masing-masing komponen (Rachmadi, 2022). 
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3.3.7 Uji Skrining Aktivitas Antibakteri 

 

Uji skrining aktivitas antibakteri dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui 

kemampuan ekstrak kasar senyawa metabolit sebagai antibakteri.  Bahan uji yang 

digunakan adalah bakteri V. parahaemolyticus.  Kultur murni bakteri                     

V. parahaemolyticus dilakukan regenerasi dalam media Thiosulfate Citrate Bile 

Salt (TCBS), sebanyak 100 μL suspensi bakteri dimasukkan ke dalam cawan petri 

dan dituangkan media TCBS.  Biakan V. parahaemolyticus yang telah diinkubasi 

selanjutnya disubkultur pada media Mueller Hinton Agar (MHA) dan diinkubasi 

pada suhu 37 
o
C selama 12 jam.  Selanjutnya bakteri diinokulasikan ke dalam 

media 5 mL Mueller Hinton Broth (MHB) untuk inokulum sebagai bahan 

pengujian (Suryatman dan Achmad, 2022).   

 

Proses pengujian ekstrak kasar dilakukan menggunakan media MHA dengan 

metode difusi agar ring sumuran terhadap bakteri V. parahaemolyticus.  Media 

MHA padat ditambahkan dengan inokulum bakteri V. parahaemolyticus dengan 

cara dioleskan menggunakan cottonbud ke permukaan media MHA hingga 

merata.  Media MHA selanjutnya dimasukkan ring sumuran 5 mm.  Pengujian 

antibakteri dilakukan menggunakan masing-masing sebanyak 100 μL ekstrak 

kasar, kloramfenikol sebagai kontrol positif, dan metanol 12,5% sebagai kontrol 

negatif  terhadap bakteri V. parahaemolyticus.  Kemudian diinkubasi pada suhu 30 

o
C selama 15–18 jam.  Lalu dilakukan pengamatan dan pengukuran zona hambat 

yang terbentuk di sekitar sumur (Setyaningsih dkk., 2012). 

 

 

3.3.8 Kultivasi Bakteri (Scale Up) dan Ekstraksi 

 

Isolat unggul yang diperoleh dari hasil uji skrining selanjutnya dilakukan kultivasi 

skala besar.  Kultivasi skala besar menggunakan media Nutrient Broth (NB) untuk 

menumbuhkan bakteri yang memiliki potensi biomassa unggul.  Kultivasi 

dilakukan dengan menggunakan Erlenmeyer 1000 mL yang diisi sebanyak 1/6 

bagian.  Inokulum bakteri dimasukkan ke dalam media NB.  Kultur kemudian 

diinkubasi selama tiga hari pada suhu 37
o
C dalam kondisi statis (Suwariani, 

2016).  Hasil inkubasi proses kultur selanjutnya diekstraksi dengan etil asetat 

(EtOAc).  Ekstrak yang dihasilkan dipartisi dan digabungkan.  Filtrat kemudian 
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dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator, sehingga didapatkan ekstrak 

kasar EtOAc (Jasmiadi dkk., 2023). 

 

 

3.3.9 Fraksinasi dengan Kromatografi Kolom 

 

Ekstrak yang diperoleh dari hasil kultur skala besar dipisahkan dengan 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) menggunakan jenis dan rasio elusi yang berbeda 

dalam menentukan jenis pelarut dan rasio yang sesuai untuk fraksinasi 

kromatografi kolom.  Fraksinasi dengan kromatografi kolom terbuka 

menggunakan fase diam silika gel (SiO2) yang dihidrasi dengan pelarut n-

Heksana.  Elusi dimulai dengan 100% pelarut n-Heksana, n-Heksana : Etil asetat 

(9:1), n-Heksana : Etil asetat (7:3) dan diakhiri dengan metanol.  Hasil fraksinasi 

kemudian diolah dalam KLT menggunakan eluen yang sesuai.  Fraksi dengan 

aktivitas tertinggi dimurnikan hingga muncul noda tunggal pada KLT.  Senyawa 

murni (noda tunggal) yang diperoleh dapat dilanjutkan ke tahap karakterisasi 

(Prasetya, 2022).  

 

 

3.3.10 Karakterisasi Senyawa 

 

Ekstrak dengan aktivitas hambatan pada bakteri V. parahaemolyticus selanjutnya 

dianalisis menggunakan Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS). 

 



 

 

 

V. SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1 Simpulan 

 

Adapun simpulan dari penelitian yang telah dilakukan adalah sebagai berikut  :  

1. Telah diperoleh karakteristik morfologi isolat bakteri dari produk pupuk cair 

Soluble Liquid (SL) secara makroskopik berwarna krem, berbentuk bulat, 

tepian rata, dan memiliki elevasi cembung, sedangkan secara mikroskopik 

berwarna ungu dan berbentuk batang yang diduga sebagai bakteri 

Lactobacillus sp. 

2. Skrining antibakteri menunjukkan bahwa ekstrak kasar isolat YSL-1 memiliki 

aktivitas antibakteri sebesar 8 mm dan ekstrak fraksi YSL-1K1F3 memiliki 

aktivitas antibakteri 12 mm terhadap V. parahemolyticus. 

3. Hasil analisis LC-MS/MS sampel YSL-1K2F1 pada waktu retensi 17,97 menit 

dengan puncak dasar 441.2988 m/z memiliki perkiraan molekul C28H40O4 dan 

perkiraan senyawa 2-[(4E, 7E, 10Z, 13E, 16E, 19E)-docosa-4,7,10,13,16,19-

hexaenoyl]-4-hydroxycyclopentane-1-carboxylic acid  yang terindikasi sebagai 

senyawa turunan Docosahexaenoic Acid (DHA). 

 

 

5.2 Saran  

 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah diperoleh, isolat Lactobacillus sp. (YSL-

1) dapat dilanjutkan uji bakteri asam laktat, analisis filogenetik dan molekuler, 

serta dilakukan pengamatan senyawa metabolit yang dihasilkan berdasarkan 

interval waktu pengamatan selama kultivasi bakteri.   
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