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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF MIKROBA ENDOFIT
MANGROVE (Avicennia marina) SERTA UJI BIOAKTIVITASNYA
TERHADAP Pseudomonas aeruginosa

Oleh

FEBRINA DAMAYANTI TOGATOROP

Infeksi saluran kemih (ISK) menjadi masalah yang serius bagi kesehatan
masyarakat. Hal tersebut diakibatkan oleh pengaruh bakteri patogen salah satunya
disebabkan oleh bakteri Pseudomonas aeruginosa. Penelitian ini dilakukan untuk
memperoleh senyawa bioaktif yang berasal dari fungi endofit mangrove yang
berpotensi sebagai antibakteri. Isolat fungi mangrove diremajakan pada media
agar koloid kitin, selanjutnya dikultivasi pada beberapa jenis media yaitu media
kulit udang, media kentang dan media kedelai lalu diinkubasi dalam kondisi statis
selama 14 hari. Isolat diekstraksi menggunakan etil asetat. Ekstrak kasar yang
dihasilkan, diuji awal untuk mengetahui aktivitas antibakteri nya terhadap P.
aeruginosa menggunakan metode difusi cincin agar. Ekstrak kasar difraksinasi
dengan kromatografi kolom dan diuji kembali aktivitas nya terhadap P
aeruginosa. Fraksi aktif selanjutnya dikarakterisasi menggunakan LC-MS/MS
dan FT-IR. Dalam penelitian ini, isolat 21 AD2-LRKU3-3 diketahui sebagai isolat
unggul penghasil senyawa antibakteri dengan aktivitas hambatan tertinggi
terhadap P. aeruginosa. Karakteristik senyawa yang dihasilkan fraksi 21AD2-
LRKU3-3 menunjukkan adanya senyawa golongan alkaloid dengan struktur dasar
imidazol dan terdapat beberapa gugus fungsi antara lain gugus C-N pada bilangan
gelombang 1120,64 cm™?, gugus N-H pada bilangan gelombang 1568,13 cm™,
gugus C-C pada bilangan gelombang 1247,94 cm™?!, pada bilangan gelombang
3446,79 cm~! menunjukkan serapan gugus O-H, dan gugus C=0 pada bilangan

gelombang 1635,64 cm™?.

Kata Kunci : Fungi Endofit Mangrove, antibakteri, P.aeruginosa, imidazol



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM
MANGROVE ENDOPHYTIC MICROBES (Avicennia marina) AND
BIOASSAY AGAINST Pseudomonas aeruginosa

By

FEBRINA DAMAYANTI TOGATOROP

Urinary tract infections (UTIs) are a serious public health concern. This issue is
caused by the influence of pathogenic bacteria, one of which is due to the
bacterium Pseudomonas aeruginosa. This study was conducted to obtain
bioactive compounds derived from mangrove endophytic fungi that have potential
as antibacterial agents. Mangrove fungi isolates were maintained on chitin colloid
agar media, then cultivated on several types of media, namely shrimp shell media,
potato media, and soybean media, and incubated under static conditions for 14
days. The isolates were extracted using ethyl acetate. The resulting crude extracts
were initially tested for their antibacterial activity against P. aeruginosa using the
agar diffusion method. The crude extracts were fractionated using column
chromatography and then retested for their activity against P. aeruginosa. The
active fractions were further characterized using LC-MS/MS and FT-IR. In this
study, the 21AD2-LRKUS3-3 isolate was identified as the superior isolate
producing antibacterial compounds with the highest inhibitory activity against P.
aeruginosa. The characteristics of the compounds produced by the 21AD2-
LRKU3-3 fraction indicated the presence of alkaloid compounds with an
imidazole core structure and several functional groups, including the C-N group at
a wavenumber of 1120,64 cm™1, the N-H group at a wavenumber of 1568,13
cm™1, the C-C group at a wavenumber of 1247,94 cm™?!, At a wavenumber of
3446,79 cm™1, it indicates the absorption of the O-H group, and the C=0 group at
a wavenumber of 1635,64 cm™1.

Keywords : Mangrove endophytic fungi, antibacterial, P.aeruginosa, imidazole
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Infeksi saluran kemih (ISK) merupakan salah satu masalah serius bagi kesehatan
masyarakat, dengan 8,3 juta kasus pertahun menempati urutan ke dua setelah
infeksi saluran pernapasan (Depkes, 2022). Penyebab yang meningkatkan angka
kejadian infeksi saluran kemih antara lain karena dipengaruhi bakteri (urapatogen)
Pseudomonas aeruginosa dan Escherichia coli, dan dapat dipengaruhi oleh faktor
penyakit seperti HIV dan inkontinensia, serta pengaruh faktor lain seperti
penggunaan popok yang lama pada anak-anak, kebiasaan kebersihan yang buruk
dan ancaman-ancaman lainnya (Irawan, 2018). ISK lebih tinggi terjadi pada
wanita dibandingkan pria karena uretra wanita lebih pendek dan dekat dengan
area perianal dan vagina, sehingga mikroorganisme dari luar lebih mudah masuk

ke kandung kemih (Hermiyanty, 2016).

Pemberian antibiotik merupakan salah satu cara yang digunakan dalam metode
pengobatan infeksi. Antibiotik efektif digunakan dalam mengobati infeksi yang
disebabkan oleh jamur, virus atau non-bakteri lainnya. Penggunaan antibiotik
dapat memberikan dampak positif bagi kesehatan (Amarullah et al., 2022).
Namun penggunaan antibiotik secara berlebihan dapat menjadi pemicu
munculnya resisten antibiotik (Sinto, 2021). Menteri Kesehatan nomor 8§ tahun
2015 menjelaskan bahwa resistensi antibiotik merupakan kemampuan
mikroorganisme untuk bertahan hidup terhadap efek antibiotika sehingga
berkurangnya keefektifan dalam penggunan klinis, dan merupakan salah satu
permasalahan kesehatan global yang paling serius (Hutapea ef al., 2021).
Resistensi bakteri terhadap antibiotik dapat menyebabkan kegagalan terapi yang
fatal. Laporan dari Badan Kesehatan Dunia (WHO) mengatakan bahwa Asia



Tenggara memiliki angka tertinggi dalam kasus resistensi bakteri terhadap
antibiotik di dunia. Menurut Komite Pengendalian Resistensi Antimikroba,
terjadi peningkatan resistensi di Indonesia yakni mencapai hingga 60,4% pada
tahun 2019. Angka kematian akibat resistensi antibiotik sebanyak 25.000 jiwa
dan menyebabkan kerugian lebih dari 15 juta dollar untuk biaya kesehatan

dan hilangnya produktivias pekerja (Mulatsari et al., 2023).

Indonesia tercatat sebagai negara yang memiliki jenis mangrove terkaya di dunia,
vegetasi hutan mangrove di Indonesia memiliki keanekaragaman jenis yang
tinggi. Tumbuhan mangrove merupakan tumbuhan yang hidup di daerah
berlumpur, basah dan terletak di perairan pasang surut daerah tropis. Tumbuhan
mangrove ini memiliki manfaat salah satunya untuk menjaga pantai dari abrasi
(Giyanirfani, 2020). Tumbuhan Mangrove juga diketahui memiliki banyak
manfaat untuk keperluan obat-obatan alamiah (Rahmah, 2021). Tumbuhan
mangrove menjadi salah satu jenis tumbuhan yang banyak ditemukan di banyak
wilayah Indonesia, sebagian besar ditemukan di wilayah Sumatera dan Jawa. Di
Pesisir Lampung di Pulau Sumatera, ada banyak jenis tanaman mangrove, seperti

Avicennia sp., Rhizophora sp., Lumnitzera sp., Sonneratia sp., dan sebagainya.

Bagian dari tumbuhan mangrove yang dapat dimanfaatkan adalah akar, kulit,
batang, dan daun. Tumbuhan mangrove sendiri diketahui mengandung senyawa
flavonoid, polifenol, tannin, senyawa fenolat, klorofil, karotenoid, terpenoid, dan
alkaloid (Ridlo ef a/, 2017). Tumbuhan mangrove juga berperan sebagai sumber
karbohidrat, protein, lemak, maupun senyawa-senyawa metabolit sekunder
(Handayani, 2018). Mangrove merupakan tumbuhan yang mengandung banyak
senyawa bioaktif yang berasal dari mikroorganisme yang mensintesis senyawa

bioaktif yang mirip dengan senyawa yang dihasilkan.

Fungi adalah salah satu organisme yang berasosiasi pada mangrove. Fungi endofit
mangrove menyediakan berbagai senyawa bioaktif yang menjanjikan untuk

mendapatkan struktur obat yang belum pernah ada sebelumnya dengan



bioaktivitas yang sangat tinggi (Palanichamy et al., 2018). Senyawa bioaktif
tersebut berasal dari mikroorganisme yang mensintesis senyawa bioaktif mirip
dengan senyawa yang dihasilkan. Fungi endofit mampu memproduksi senyawa
metabolit sekunder dan senyawa yang fungsional. Senyawa yang dihasilkan dari
jamur endofit dapat berupa antikanker, antivirus, antibakteri, antifungi, hormon

pertumbuhan tanaman, insektisida dan sebagainya (Posangi dan Bara, 2014).

Penelitian ini difokuskan pada fungi endofit mangrove dari isolat yang diisolasi
dan ditumbuhkan pada media adaptasi. Pengujian aktivitas antibakteri pada
metabolit yang dihasilkan dilakukan terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa,
dan senyawa yang dihasilkan yang memiliki aktivitas terbaik selanjutnya akan
dikarakterisasi menggunakan Liquid Chromatography Mass-Spectrometry (LC-
MS/MS) Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR).

1.2. Tujuan Penelitian.

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Memperoleh senyawa bioaktif yang diisolasi dari endofit tanaman mangrove
A. marina.

2. Mendapatkan aktivitas antibakteri dari isolat fungi endofit mangrove
A.marina.

3. Memperoleh karakteristik senyawa bioaktif dari isolat unggul A. marina
menggunakan instrument Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-
MS/MS) dan Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR).

1.3. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai potensi senyawa
bioaktif yang diperoleh dari fungi endofit mangrove 4.marina yang memiliki

bioaktivitas sebagai antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. [Ekosistem Mangrove

Gambar 1. Ekosistem Mangrove ( Sumber : https://radarsatu.com )

Wilayah pesisir merupakan ekosistem transisi yang dipengaruhi daratan dan
lautan yang mencakup beberapa ekosistem, salah satunya adalah ekosistem hutan
Mangrove. Mangrove merupakan ekosistem yang pada umumnya banyak
dijumpai pada pantai yang berombak relatif kecil atau bahkan terlindungi dari
ombak. Mangrove merupakan tipe vegetasi yang terdapat di daerah pantai dan
dipengaruhi oleh pasang surut air laut. Ciri lain dari hutan mangrove adalah
tumbuh didaerah pantai dengan kondisi tanah berlumpur atau berpasir atau

berlumpur pasir (Faizal et al., 2023).

Hutan mangrove di dunia mencapai sekitar 16.530.000 ha yang tersebar di Asia
(7.441.000 ha), Afrika (3.258.000 ha), dan Amerika (5.831.000 ha). Indonesia
dilaporkan merupakan salah satu Negara yang memiliki hutan mangrove terluas
didunia (Khairunnisa ef al., 2020). Indonesia sendiri memiliki luas yang paling
tinggi, yaitu 3.112.989 ha atau 22,6% total luas tumbuhan mangrove dunia bahkan
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan Australia (7,1%) dan Brazil (7,0%) (Giri et


https://radarsatu.com/

al.,2011). Keanekaragaman dan sebaran tumbuhan mangrove di seluruh
nusantara diantaranya Jawa (166 spesies), Sumatera (157 spesies), Kalimantan
(150 spesies), Papua (142 spesies), Sulawesi (135 spesies), Maluku (133 spesies),
dan Kepulauan Sunda Kecil (120 spesies) (Kusmana, 2014).

Mangrove memiliki manfaat seperti tempat pembibitan untuk spesies yang
bernilai komersial dan rekreasi, titik tempat burung yang bermigrasi, penyaringan
sedimen, nutrisi dan polutan, peningkatan perikanan pesisir, mendukung
pariwisata, melindungi garis pantai terhadap bencana alam seperti banjir dan
perlindungan masyarakat pesisir dari gelombang dan kondisi cuaca ekstrim
(Onyena dan Sam, 2020). Tanaman mangrove terdapat beberapa genus yaitu,
Avicennia; Snaeda, Laguncularia; Lumnitzera; Conocarpus, Aegialitis,
Rhizhophora, Brugiera; Ceriops; dan Sonneratia (Waardenburg et al,. 2023).
Ekosistem mangrove dikawasan pesisir Lampung terdapat beberapa jenis
mangrove seperti Avicenna marina, Rhizophora mucronate, Avicenna officinalis,

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

2.2. Fungi Endofit Mangrove

Fungi endofit adalah fungi yang berkoloni di dalam jaringan tumbuhan yang
biasanya mendapatkan nutrisi dan perlindungan dari tanaman inang, serta mampu
memproduksi metabolit fungsional tertentu (Tan and Zou, 2001). Fungi endofit
yang berasosiasi pada tumbuhan mangrove menghasilkan metabolit sekunder
yang dapat menyembuhkan penyakit, sehingga mangrove banyak digunakan
dalam industri farmasi dan pertanian karena kaya akan sumber matabolit sekunder
(Tejesvi et al,. 2007). Senyawa bioaktif adalah senyawa yang ada di dalam tubuh
hewan maupun tumbuhan yang bermanfaat bagi kehidupan manusia (Firdayani et
al.,2015). Setiap mikroba diketahui memiliki kemampuan untuk menghasilkan
metabolit yang mengandung bioaktivitas tertentu. Beberapa tahun terakhir ini,
penggalian sumber daya mikroba yang terdapat di dalam jaringan tumbuhan

(mikroba endofitik) mulai banyak mendapat perhatian. Mikroba tersebut mulai



dipelajari untuk berbagai tujuan, karena mikroba endofitik yang berasal dari
tumbuhan tersebut masih banyak yang belum diketahui karakter dan potensinya,

khususnya di Indonesia (Faridah dan Sari, 2019).

Mangrove memainkan peran penting dalam bidang pengobatan karena mampu
menghasilkan senyawa obat yang memiliki kemampuan untuk penyembuhan
penyakit atau dapat digunakan sebagai antibakteri. Bagian-bagian mangrove yang
biasa dimanfaatkan terdiri dari pucuk, daun dan batang (Susanti dan Mona, 2021).
Mikroba yang berasosiasi terhadap tanaman mangrove menjadi salah satu sumber
dalam memperoleh berbagai senyawa dengan aktivitas biokimia baru, serta
keragaman struktural unik yang memiliki aktivitas secara farmakologis (Simdes ef

al., 2015).

Salah satu jenis mangrove yang dapat dimanfaatkan adalah Avicennia marina.
Spesies mangrove Avicennia sp. sangat penting karena kulit, daun, dan akarnya
telah digunakan secara tradisional untuk menyembuhkan penyakit kulit, reumatik,
cacar, bisul, dan pakan ternak. Halidah, 2014 mengemukakan bahwa 4. marina
disebut dengan api-api putih, berupa pohon yang tumbuh tegak dengan ketinggian
mencapai 30 m. A. marina memiliki struktur anatomi yang kompleks. Struktur
anatomi 4.marina, seperti mangrove pada umumnya, mempunyai mekanisme
adaptasi untuk dapat menyesuaikan diri pada kondisi lingkungan yang ekstrem,

sehingga A. marina tetap dapat bertahan hidup (Ademiluyi et al., 2016).

2.3. Uji Aktivitas Antibakteri

Tujuan pengukuran aktivitas antibakteri adalah untuk menentukan potensi suatu
zat yang diduga atau telah memiliki aktivitas sebagai antibakteri dalam larutan
terhadap suatu bakteri (Yudono et al., 2014). Sebagian besar endofit yang
diisolasi dari tanaman dikenal memiliki aktivitas antibakteri. Mereka membantu
dalam mengendalikan patogen mikroba pada tanaman dan/atau hewan. Endofit

yang diisolasi dari tanaman obat menunjukkan bioaktivitas untuk spektrum luas



mikroorganisme pathogen. Endofit mampu mensintesis senyawa bioaktif yang
digunakan oleh tanaman untuk pertahanan terhadap patogen dan beberapa
senyawa telah terbukti berguna untuk penemuan obat baru (Turap et al., 2023).
Uji aktivitas antibakteri bertujuan untuk mengetahui efektifitas dari suatu
antibiotik. Hasil sensitivitas suatu bakteri terhadap antibiotik ditentukan oleh
diameter zona hambat yang terbentuk, semakin besar diameter zona hambat yang
terbentuk maka pertumbuhannya semakin terhambat sehingga dibutuhkan standar
acuan untuk menentukan apakah bakteri tersebut resisten atau sensitif terhadap

suatu antibiotik (Khusuma et al., 2019).

Salah satu metode pengujian bakteri terhadap suatu antibiotik dapat dilakukan
dengan metode difusi cincin agar. Metode difusi cincin agar digunakan untuk
menentukan aktivitas agen antimikroba, yang dilakukan dengan teknik
menanamkan ring pada media agar yang telah ditanami mikroorganisme sehingga
antibiotik dapat dimasukkan. Selanjutnya cawan petri tersebut diinkubasi dan
agen antimikroba akan berdifusi pada media agar tersebut. Area jernih pada
permukaan media agar mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan

mikroorganisme oleh agen antimikroba (Mayasari, 2006).

2.4. Bakteri Pseudomonas aeruginosa

P N S
Gambar 2. Bakteri Pseudomonas aeruginosa ( Sumber :
https://develindobel.indonesiabelajar.org )
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Bakteri Paeruginosa merupakan bakteri phatogen oportunistik dan sangat adaptif.
Bakteri ini tahan terhadap berbagai tekanan lingkungan, dan mampu bertahan
selama lebih dari 40 tahun (Utami et al., 2020). P.aeruginosa merupakan bakteri
gram negative berbentuk batang lurus atau lengkung berukuran sekitar 0,6 x 2 um
dan memiliki bau manis seperti anggur atau seperti jagung. Dapat ditemukan
satu-satu, berpasangan, dan kadang-kadang membentuk rantai pendek. Tidak
mempunyai spora, tidak mempunyai selubung (sheath), serta mempunyai flagel
monotrika (flagel tunggal pada kutub) sehingga selalu bergerak. Paeruginosa
hidup dengan baik pada rentang suhu 25°C - 37°C. Secara spesifik bakteri P
aeruginosa mampu bertahan hidup dengan kondisi suhu 42 °C (Toyofuku et al.,
2012). Pertumbuhannya pada suhu 42°C membantu membedakannya dari spesies
pseudomonas lain dalam kelompok fluoresen. P. aeruginosa adalah aerob obligat
yang tumbuh dengan mudah pada banyak jenis media pembiakan, karena

memiliki kebutuhan nutrisi yang sangat sederhana (Mayasari, 2006).

Klasifikasi bakteri P. aeruginosa menurut Siegrist (2010) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacteria
Ordo : Pseudomonadales

Famili : Pseudomonadadaceae
Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa

P, aeruginosa tersebar luas di alam dan biasanya terdapat di lingkungan yang
lembap di rumah sakit. Bakteri ini dapat tinggal pada manusia normal, dan
berlaku sebagai saprofit. P. aeruginosa hanya bersifat patogen bila masuk ke
daerah yang fungsi pertahanannya abnormal, misalnya pada selaput mukosa dan
kulit yang robek karena kerusakan jaringan langsung, pada pemakaian kateter
intravena atau kateter air kemih, atau bila terdapat netropenia, misalnya pada
kemoterapi kanker (Siwi, 2009). P. aeruginosa dapat menyebabkan infeksi

saluran kemih (ISK) dan pneumonia (Yudono et al., 2014). P. aeruginosa



merupakan patogen yang sangat sulit diatasi akibat adanya peristiwa resistensi
instrinsik tinggi berbagai macam antibiotik. Kemampuan adaptasi yang luar
biasa terhadap perubahan kondisi dan tekanan lingkungan, termasuk paparan
antibiotik menyebabkan P. aeruginosa berperan dalam pengembangan resistensi
adaptif antimikroba (Penesyan et al., 2020). Kultivasi sangat penting untuk

pertumbuhan sel dan produksi bioaktif senyawa oleh mikroorganisme.

2.6. Kultivasi

Kultivasi dilakukan sebagai media pertumbuhan yang berfungsi untuk
memperbanyak jumlah mikroba dan memperoleh senyawa metabolit. Media
pertumbuhan terdiri dari beberapa macam seperti media pertumbuhan universal
atau umum hingga media selektif diferensial (Wahyuningsih and Zulaika, 2019).
Proses kultivasi dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti temperatur, pH,
konsentrasi oksigen dan tekanan yang sesuai dengan lingkungan alaminya. Isolat
fungi endofit dikultivasi hingga terjadi perubahan warna medium. Perubahan
warna pada medium terjadi karena fungi endofit akan menghasilkan metabolit
sekunder dan akan dikeluarkan ke media yang menyebabkan medium
mengalami perubahan warna baik memudar atau menjadi lebih gelap tergantung
pada metabolit sekunder yang dihasilkan dari masing-masing fungi. Fungi endofit
akan tumbuh selama kultivasi, kemudian akan mengapung dipermukaan botol dan
menutupi permukaan botol karena kultivasi dilakukan dalam keadaan statis

(Junaidi, 2018).

Solid State Fermentation (SSF) merupakan teknik umum yang digunakan untuk
produksi metabolit mikroba. Solid State Fermentation (SSF) merupakan teknik
fermentasi yang menggunakan substrat/media padat, seperti kulit udang; kentang;
beras dan sebagainya dengan kondisi pertumbuhan yang menyerupai lingkungan
asal dari mikroorganisme (Thomas et al., 2013). Mikroorganisme memanfaatkan
sumber nutrisi atau karbon dari matriks padat untuk mempercepat pertumbuhan,

perkembangan, dan aktivitas metabolismenya. Selama proses fermentasi,
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mikroorganisme menghasilkan enzim untuk mendegradasi molekul substrat yang
dibutuhkan (Suresh et al., 2011).

Dalam proses SSF, ada beberapa faktor yang perlu diperhatikan agar produksi
metabolit oleh suatu mikroorganisme berlangsung dengan baik. Beberapa faktor
tersebut di antaranya yaitu pH, suhu, inokulum, media fermentasi, udara, mikro
dan makronutrien, karena mempengaruhi proses SSF secara signifikan. Selain itu,
komposisi kimia, ukuran partikel, dan kelembaban substrat memainkan peran
penting pada proses SSF (Srivastava et al., 2019). Metode solid state
fermentation (SSF) memiliki beberapa keunggulan, di antaranya merupakan
metode sederhana, biaya yang relatif rendah, potensi sumber daya substrat yang
melimpah, produktivitas fermentasi dan stabilitas yang lebih tinggi, sterilitas

yang lebih rendah, dan kecilnya kemungkinan untuk kontaminasi (Singhania et

al., 2009).

2.77. Maserasi

Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa yang diinginkan dari suatu sampel
menggunakan pelarut yang sesuai. Teknik ini didasarkan pada perbedaan
distribusi zat terlarut antara dua pelarut atau lebih yang tidak saling bercampur
(Seidel, 2006).

Maserasi merupakan metode ekstraksi tradisional, digunakan untuk mengesktrak
berbagai senyawa yang dibantu dengan pengadukan, partisi (ekstraksi dengan
corong pisah) atau ekstraksi Soxhlet. Maserasi merupakan salah satu teknik
metode ekstraksi yang dilakukan dalam isolasi dan pemurnian komponen suatu
senyawa (Khoddami ef al., 2013). Prinsip maserasi adalah pelarut menarik
senyawa metabolit sekunder berdasarkan sifat kepolarannya dalam suatu pelarut
(like dissolve like). Senyawa bioaktif yang terkandung dalam simplisia akan larut
karena adanya perbedaan konsentrasi antara larutan di dalam sel dengan di luar
sel, seperti prinsip difusi di mana larutan yang konsentrasinya tinggi akan terdesak

keluar dan diganti oleh pelarut yang memiliki konsentrasi rendah (Ulfah, 2020).
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Proses ekstraksi dilakukan dengan merendam sampel pada suhu kamar
menggunakan pelarut yang sesuai agar dapat melarutkan analit dalam sampel.
Sampel biasanya direndam selama rentang waktu 24 jam sambil diaduk sesekali
untuk mempercepat proses pelarutan analit. Ekstraksi dilakukan berulang kali
untuk memastikan analit terekstraksi secara sempurna. Semua analit telah
terekstraksi secara sempurna ditandai dengan pelarut yang digunakan yang tidak
berwarna (Fenolik et al., 2016). Keunggulan metode ini adalah prosesnya yang
sangat sederhana dan alat yang mudah digunakan untuk analit yang tahan terhadap
pemanasan dan yang tidak tahan terhadap pemanasan. Namun kelemahannya
adalah menggunakan banyak pelarut dan membutuhkan waktu yang cukup lama
(Leba, 2017).

2.8. Kitin

o]

Gambar 3. Struktur Kitin (Malis et al., 2022).

Kitin adalah salah satu polimer organik yang paling melimpah di alam, yang
tersusun atas unit-unit molekul B-D-glukosamin dan gugus N-asetil (Ameh et al.,
2014). Kitin merupakan senyawa amino polisakarida berbentuk polimer
gabungan yang biasanya banyak ditemukan dalam keadaan bergabung dengan
protein, mineral dan berbagai macam pigmen. Kitin bersifat tidak larut dalam air
atau pelarut organik biasa (Damanik, 2011). Kitin memiliki rumus kimia

(C8H1305N)n, dan dianggap sebagai polisakarida kompleks, yang strukturnya
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menyerupai selulosa tetapi dengan satu gugus hidroksil pada setiap monomer
digantikan oleh gugus asetil amina (Oyatogun et al., 2020). Polimer kitin
tersusun dari monomer monomer; 2-asetamida-2-deoksi-D-Glukosa (N- asetil

glukosamin) (Dompeipen et al., 2016).

Kitin sering diproduksi secara kimiawi dari limbah (kepala dan kulit) udang yang
mudah diperoleh dan berlimpah ketersediaannya di alam. Limbah kulit udang
dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku produk industri. Limbah kulit udang
mengandung senyawa kitin dan kitosan. Kandungan kitin pada limbah kulit
udang sekitar 20% - 50% berat kering (Dompeipen et al., 2016). Limbah kulit
udang terdiri dari tiga komponen utama yaitu protein (25% - 44%), kalsium
karbonat (45% - 50%), dan kitin (15% - 20%). Proses pembuatan kitin dari kulit
cangkang udang dimulai dengan pengecilan ukuran cangkang udang, kemudian
dilakukan demineralisasi atau proses penghilangan mineral dan selanjutnya
dilakukan proses penghilangan protein atau proses untuk memisahkan ikatan kitin
dengan protein yang terkandung di dalam kulit udang atau deproteinasi. Mineral
dalam kulit udang berkisar antara 30% - 40% sedangkan kandungan proteinnya
kurang lebih sekitar 35%. Protein pada limbah udang ini berikatan dengan kitin
yang akan diisolasi. Proses penghilangan mineral dapat dilakukan dengan

melarutkan kulit udang ke dalam asam klorida (Prasetyaningrum et al., 2007).

2.9. Metode Pemisahan dan Pemurnian Secara Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu proses pemisahan yang dimana analit-analit dalam
sampel terdistribusi antara dua fase yaitu fase diam dan gerak. Fase diam
dapat berupa bahan padat dalam bentuk molekul kecil atau dalam bentuk cairan
yang dilapiskan pada pendukung padat atau dilapiskan pada dinding kolom.
Sedangkan fase gerak dapat berupa gas atau cairan (Siwi, 2009).



13

2.9.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan tipe kromatografi cair yang fase
diamnya berupa lapisan tipis adsorbent partikel yang seragam dalam bentuk pelat
gelas, aluminium foil, atau plastik. Kromatografi lapis tipis merupakan teknik
kromatografi yang berguna untuk memisahkan senyawa organik. Karena
kesederhanaan dan kecepatan KLT, sering digunakan untuk memantau kemajuan
reaksi organik dan untuk memeriksa kemurnian produk. Kromatografi lapis tipis
adalah teknik kromatografi planar sederhana, hemat biaya, dan mudah
dioperasikan yang telah digunakan di laboratorium kimia umum selama beberapa

dekade untuk memisahkan senyawa kimia (Rosamah, 2019).

Dalam prosedur dasar KLT, larutan sampel di aplikasikan berupa spot pada
lempeng plat KLT, dan dimasukkan ke dalam bejana tertutup dan bagian dasar
dari bejana diisi dengan fase geraknya (eluen) yang biasanya terdiri dari campuran
dari beberapa pelarut yang akan bergerak pada permukaan KLT. Setelah
pemisahan, pelat di angkat dari bejana dan ditandai untuk dihitung nilai

Rf-nya (Asfiyah, 2020).

Jarak yang o Jarak yang
ditempuh pelarut ditempuh

L]
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T
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Nilai Ry =

Jarak yang ditempuh pelarut

Gambar 4. Kromatografi Lapis Tipis (Falabiba et al., 2014).

Nilai Rf tidak selalu konstan dan bergantung pada banyak faktor seperti kualitas

fase diam, ketebalan lapisan, kelembaban, jarak elusi, dan suhu. Apabila hasil
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identifikasi menunjukkan nilai Rf yang sama pada beberapa komponen, maka
dapat dikatakan bahwa senyawa tersebut memiliki karakteristik yang sama.
Sebaliknya, jika nilai Rf berbeda maka menunjukkan senyawa yang berbeda
(Ismail and Nielsen, 2010).

2.9.2. Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan metode pemisahan preparatif yang dapat
menghasilkan isolat dalam jumlah yang cukup besar dan efisien dalam hal
pemurnian. Fase gerak dalam kromatografi kolom adalah cairan, sedangkan fase
diam dapat berupa padat atau cair yang didukung oleh padatan inert. Dalam
kaitannya dengan teori plat dan kelajuan, peran adsorben sebagai fase diam kolom
kromatografi sangat penting untuk efisiensi pemisahan. Memperpanjang kolom
(adsorben) dan mengurangi jumlah sampel yang diambil selama proses elusi
adalah dua cara kromatografi kolom yang efisien dapat dilakukan (Fasya et al.,
2018).

Prinsip kromatografi kolom didasarkan pada peristiwa adsorpsi. Setelah sampel
larutan pekat diletakkan di atas kolom, eluen dialirkan secara kontinu ke
dalamnya. Dengan adanya gravitasi, eluen akan melewati kolom dan terjadi
pemisahan. Eluen atau pelarut yang digunakan dimulai dengan yang paling non-
polar dan kemudian dinaikkan kepolarannya secara gradien sampai terjadi
pemisahan. Menurut kepolarannya, senyawa akan terelusi secara berurutan.
Adanya perbedaan afinitas senyawa pada adsorben dan kelarutan senyawa pada

pelarut/eluen menyebabkan pemisahan (Endarini,2016).
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2.10. Karakterisasi Senyawa
2.10.1. Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS)

Kromatografi cair spektrometri massa (LC-MS/MS) merupakan instrumen analisis
sebagai pemisah komponen-komponen analit dalam sampel, serta spektrometri
massa sebagai detektor. Kolom kromatografi cair mampu memisahkan hampir
semua campuran yang bisa dilarutkan, sedangkan spektrometri massa akan
mengionisasi peak yang dipisahkan dan menghasilkan berat molekul setiap
komponen peak tersebut serta dapat menghasilkan pola fragmentasi untuk proses
identifikasi dan kuantifikas (Harmita et al., 2019). 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 spesifisitas dan sensitivitas yang lebih tinggi;
lebih mudah dalam preparasi sampel; tidak diperlukan derivasi; mengurangi
waktu analisis; jumlah sampel yang dibutuhkan jauh lebih sedikit; dan dapat
menghasilkan data kuantitatif maupun kualitatif melalui seleksi ion yang sangat

cepat dan banyak parameter (Keifer et al., 2017).

Kelebihan dari teknologi LC-MS/MS adalah sebagai berikut (Vogeser et al.,
2008):

1. Spesifitas. Hasil analisis yang khas dan spesifik diperoleh dari
penggunaan spectrometer massa sebagai detektor.

2. Aplikasi yang luas dengan sistem yang praktis. Penerapan LC-MS/MS
tidak terbatas untuk molekul volatile (biasanya dengan berat molekul di
bawah 500 Da) dan mampu mengukur analit yang sangat polar.

3. Fleksibilitas. Pengujian yang berbeda dapat dikembangkan dengan tingkat
fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat.
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4. Kaya informasi. Sejumlah data kuantitatif maupun kualitatif dapat
diperoleh. Hal ini disebabkan oleh seleksi ion yang sanga cepat dengan

banyak parameter
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Gambar 5. Total lon Chromatogram (TIC) LC-MS/MS Fraksi Aktif (Rachmadi, 2022).

Analisis struktur senyawa menggunakan LC-MS/MS seperti yang terlihat pada
Gambar 5 menunjukkan bahwa terdapat lima puncak dominan pada kromatogram
dengan waktu retensi masing-masing 7,48 (1), 7,63 (2), 11,58 (3), 14,82 (4) dan
15,38 (5). Pada waktu retensi 7,63 diketahui merupakan puncak utama dengan
kelimpahan tertinggi dan diperoleh dengan hasil interpretasi menggunakan
software MassLynk diketahui puncak tersebut menghasilkan rumus molekul

dominan yang memungkinkan sebagai C7H8N6O (Rachmadi, 2022).
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Gambar 6. Puncak Kromatogram waktu retensi 7,63 (Rachmadi, 2022).

Spektrum MS pada waktu retensi 7,63 menunjukkan keberadaan base peak
dengan m/z 193 dan fragmen ion dari puncak yang memiliki kestabilan terbaik
(base peak) pada m/z 151 m/z 108. Berdasarkan database di PubChem, rumus
molekul C7H8N6O merupakan senyawa dengan gugus alkaloid dari pirimidin
dengan nama senyawa sebagai N-(2H-triazolo[4,5-d]pyrimidin-7-yl)propanamida

dengan kerangka struktur seperti pada Gambar 6 (Rachmadi, 2022).

;\NH

N/ /N\
NH

NP

Gambar 7. Perkiraan Struktur Senyawa Alkaloid Fraksi Aktif (Rachmadi, 2022)

Perkiraan struktur senyawa Alkaloid pada fraksi Gambar 7 dapat disimpulkan
bahwa aktivitas antibiofilm dari fraksi aktif tersebut disebabkan oleh adanya
senyawa turunan pirimidin (Rachmadi, 2022). Studi literatur melaporkan bahwa
senyawa turunan pirimidin menjadi salah satu senyawa menjanjikan dalam
mengendalikan pembentukan biofilm, motilitas, dan faktor virulensi dari bakteri

P.aeruginosa (Nadar et al., 2022).



18

2.10.2. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) merupakan salah satu metode
yang digunakan untuk menentukan gugus fungsi dengan kemungkinan ikatan
molekul pada struktur senyawa kimia. Pita serapan IR dalam spektrum sebagai
bilangan gelombang dapat digunakan untuk identifikasi berbagai komponen kimia
(Mohamed et al., 2017). FT-IR merupakan spektrofotometri inframerah suatu
teknik analisis yang berdasarkan pada pengukuran vibrasi dari molekul yang
tereksitasi oleh radiasi inframerah pada rentang panjang gelombang tertentu. Bila
radiasi inframerah dilewatkan melalui suatu sampel, maka molekul-molekul dapat
menyerap energi dan terjadi transisi diantara tingkat vibrasi dasar (ground state)
dan tingkat vibrasi tereksitasi (exicited state) (Sastrohamidjojo, 2018). Pada
Spektroskopi IR, radiasi IR dilewatkan melalui sampel sebagian radiasi IR diserap
oleh sampel dan sebagian lainnya dilewatkan (transmit). Spektrum yang
dihasilkan merepresentasikan absorbansi dan transmisi molekuler. Setiap material
memiliki komposisi yang unik dan berbeda-beda, maka tidak ada dua senyawa

yang menghasilkan spektrum IR yang persis sama.

Bentuk suatu struktur senyawa menentukan interaksi infra merah dengan molekul-
molekulnya. Setiap gugus molekul akan bervibrasi dengan cara yang berbeda-
beda. Jika frekuensi vibrasi molekul sesuai dengan radiasi inframerah, interaksi
medan listrik menyebabkan perubahan vibrasi, yang menunjukkan bahwa gugus
molekul telah mengabsorpsi radiasi inframerah. Perubahan energi vibrasi molekul
pasti akan diikuti oleh perubahan amplitudo vibrasi molekul, yang dikenal sebagai

sinyal radiasi inframerah (Nandiyanto et al., 2019).

Spektrum FT-IR, seperti yang terlihat pada Gambar 8 menunjukkan spektrum
hasil analisis fraksi aktif dan didapatkan gugus fungsi senyawa alkaloid yaitu
serapan gugus C-N pada bilangan gelombang 1461,7 cm™. Serapan C=0 pada

bilangan gelombang 1744,6 cm™ dan serapan C-C rantai panjang pada bilangan
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gelombang 2922.2 cm’', serta serapan gugus C-O pada bilangan gelombang
1051,1 cm™ (Rachmadi, 2022).
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Gambar 8. Spektrum IR Kristal Fraksi Aktif (Rachmadi, 2022).

Peneliti sebelumnya (Rachmadi, 2022) telah melakukan analisis aktivitas
antibiofilm terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa resisten. Dari beberapa
isolat tersebut peneliti sebelumnya telah menemukan isolat yang aktif sebagai
antibiofilm terhadap bakteri P. aeruginosa, yaitu isolat fungi 20BA0502RF,
dengan indikasi genus Aspergillus sp. Oleh sebab itu penelusuran lebih lanjut
terhadap isolat lainnya perlu dikembangkan untuk mengetahui bioaktivitas

sebagai antibakteri yang ada dengan perbedaan media kultivasinya seperti pada
media kulit udang, media kentang dan media kedelai, karena ketiga media tersebut
diketahui memiliki potensi yang besar sebagai media pertumbuhan fungi juga

metabolit yang dihasilkan akan berbeda.



1. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2023 hingga Juni 2024 di Unit
Pelaksanaan Teknik Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-

LTSIT) Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini, yaitu pipet tetes, gelas beaker,
gelas ukur, Erlenmeyer, cawan petri, botol vial, coverslip, kaca preparat, bunsen,
mikropipet 100 pL dan 1000 pL, tip mikropipet, wadah tip, ring, jarum ose, alat
pemantik, pisau, plastik tahan panas, plastik wrap, label, chamber, kasa gulung,
karet gelang, gunting, fissue, serbet, pinset, kapas, spatula, spidol, lidi, keranjang,
botol semprot, perlengkapan Kromatografi Lapis Tipis (plat silika aluminium
silika gel F254Merck), kromatografi kolom, labu evap, rotary evaporator
Buchi/R210, hotplate, autoclave Tomy SX-700, incubator Memmert-
Germany/INC-02, Lampu UV A 254 nm, neraca analitik Wigen Houser, Laminar
Air Flow (LAF) ESCO/AVC4A1, Mikroskop Axio Zeiss Al, drying oven Jisico,
instrument Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC-MS/MS)
UPLC/Xevo G2-S Qtof, dan instrumen Fourier Transform Infrared Spectrometry
(FT-IR) Cary 360.

Berbagai bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah limbah kulit udang,
kentang, beras, koloid kitin, agar-agar plain, isolat fungi mangrove, Potato
Dextrose Agar (PDA), Potato Dextrose Broth (PDB), HCI, Tryptic Soy Agar
(TSA), Tryptic Soy Broth (TSB), NaOH, alkohol 70%, air laut buatan yang
dibuat sekitar 35 ppt, akuades, MeOH, etil asetat, pereaksi serium (IV) sulfat,
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pereaksi Dragendorff, Reagen Ninhidrin, n-heksana, plat KLT silika gel,

antibiotik ciprofloxacin, dan bakteri P. aeruginosa.

3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Peremajaan Isolat Fungi Endofit Mangrove

Peremajaan isolat fungi endofit dilakukan dengan menumbuhkan kembali isolat-
isolat fungi endofit yang telah murni ke dalam media koloid kitin dengan metode
streak plate dengan keadaan steril dalam laminar air flow. Media koloid kitin
sebagai media pertumbuhan. Koloid kitin di proses dari bahan dasar kulit udang
yang diperoleh dari limbah pasar. Sebanyak 2% koloid kitin dan 2% agar
dilarutkan dalam 100 mL air laut buatan. Selanjutnya di sterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dan dipindahkan ke cawan petri dalam

Laminar air flow.

Diamati pertumbuhan jamur dengan selang waktu 14 hari, lalu diidentifikasi
secara makroskopis yaitu dengan mengamati karakteristik koloni seperti warna,
tekstur, margin, ketinggian, dan karakteristik dan aerial hifa (Calabon et al., 2019).
Selanjutnya dilakukan identifikasi secara mikroskopis dengan menggunakan
metode slide culture yang merujuk pada Setiawan et al., (2021) dengan beberapa
modifikasi. Coverslip ukuran 22x22 mm diletakkan ke media agar dengan sudut
kemiringan 45°, lalu koloni mikroba digoreskan berdekatan dengan coverslip dan
diinkubasi selama 4 hingga 7 hari. Setelah itu Coverslip diambil secara perlahan
menggunakan pinset steril dan diletakkan pada kaca preparat yang bersih,

kemudian diamati di bawah mikroskop Axio Zeiss A1 dengan perbesaran 400x.

3.3.2. Kultivasi Isolat Fungi Endofit

Dilakukannya kultivasi yaitu bertujuan untuk memperbanyak biomassa fungi
sehingga akan memperbanyak jumlah ekstrak metabolit yang dihasilkan. Dua

i1solat mangrove dikultivasi dengan beberapa jenis media, yaitu media kulit udang,
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media kentang dan media kedelai. Prosedur ini merujuk pada (Ginting et al.,
2020) dengan beberapa modifikasi. Media Potato Dextrose Broth (PDB) dibuat
dari 20 g kentang, 2 g d-glucose, dan 100 mL air laut. Masing-masing inokulum
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Di dalam
ruangan LAF, media PDB diberi isolat fungi menggunakan jarum ose bulat, dan
kemudian diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang. Inokulum yang telah
berumur 7 hari dipindahkan kedalam media pertumbuhan, kemudian diinkubasi

selama 14 hari.

3.3.3. Ekstraksi Hasil Kultivasi

Ekstraksi dilakukan untuk memisahkan dua atau lebih komponen yang diinginkan
dengan menambahkan pelarut yang dapat melarutkan komponen tersebut. Hasil
kultivasi isolat fungi diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut
etil asetat (EtOAc) dan disimpan pada suhu ruang selama 1 x 24 jam, kemudian
disaring filtrat dengan kertas saring. Selanjutnya, hasil ekstraksi tersebut
dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator untuk memisahkan pelarut
dengan ekstrak sehingga didapatkan ekstrak kasar. Hasil ekstrak kasar tersebut
digunakan untuk uji skrining antibakteri untuk mengetahui keaktifan dari sampel

terhadap bakteri P. aeruginosa.

3.3.4. Uji Skrining Aktivitas Antibakteri terhadap P. aeruginosa

Bakteri yang digunakan untuk skrining antibakteri pada penelitian ini adalah
bakteri Pseudomonas aeruginosa yang diperoleh dari deposit yang tersedia pada
Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-LTSIT),
Universitas Lampung. Peremajaan bakteri dilakukan sebelum digunakan dalam
pengujian agar bakteri dalam kondisi yang aktif. Peremajaan bakteri dilakukan
dengan menggunakan media agar Tryptic Soy Agar (TSA), dilarutkan 3 g TSA
dalam 100 mL akuades. Setelah itu, media disterilisasi menggunakan autoclave
selama 15 menit pada suhu 121°C. Media dimasukkan ke dalam cawan petri dan

digoreskan sedikit biakan bakteri P. aeruginosa menggunakan jarum ose bulat
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steril dalam Laminar Air Flow. Bakteri dimasukkan ke dalam inkubator selama
18-24 jam dengan suhu 37°C. Selanjutnya bakteri uji yang sudah tumbuh

diinokulasi menggunakan media TSB 3% dan diinkubasi selama 2 jam.

Inokulum yang telah ditumbuhi bakteri disuspensikan ke dalam vial 8 ml dan
distandarisasi Mc. Farland 0,5. Ekstrak kasar sample dibuat konsentrasi stok 5
mg/mL atau 5.000 ppm, MeOH 12,5% digunakan sebagai kontrol negative,
kontrol positif dibuat dari sediaan tablet Ciprofloxacin 500 mg sebanyak 2
mg/mL. Media TSA diteteskan suspensi bakteri sebanyak 50 pL dan diratarakan
menggunakan cotton bud, kemudian dipasang ring silinder dan dimasukan sampel
yang akan diuji sebanyak 50 pL. Selanjutnya, media TSA yang sudah diberi
sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-20 jam dan diamati zona bening
yang terbentuk. Pengujian aktivitas antibakteri dikatakan positif apabila di sekitar
ring terdapat zona bening yang bebas pertumbuhan bakteri (Khusuma ef al.,
2019).

3.3.5. Uji Kromatografi Lapis Tipis

Ekstrak kasar (crude) seluruh isolat fungi yang telah diskrining, selanjutnya
dilakukan pemisahan komponen senyawa melalui kromatografi lapis tipis
menggunakan pelat silika gel F254 sebagai fase diam. Ekstrak kasar (crude)
ditotolkan sedikit menggunakan pipa kapiler pada pelat dan dielusi dalam kondisi
jenuh menggunakan beberapa eluen yaitu kombinasi dari n-Heksana dan Etil
Asetat (EtOAc) dengan perbandingan tertentu yang telah dijenuhkan terlebih
dahulu. Pelat divisualisasi di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254
nm, selanjutnya dilakukan visualisasi lanjutan dengan menggunakan reagen
serium sulfat untuk mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel
(ditandai dengan timbulnya noda coklat kehitaman), dan reagen dragendorff
untuk mengidentifikasi senyawa alkaloid yang ditandai dengan terbentuknya noda

oranye pada plat KLT.
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3.3.6. Fraksinasi Kromatografi Kolom

Ekstrak kasar dengan hasil aktivitas antibakteri tertinggi selanjutnya di fraksinasi
lebih lanjut dengan kolom kromatografi. Pada penelitian ini, fase diam yang
digunakan berupa silika gel (Si02) yang dihidrasi menggunakan pelarut »-
heksana. Elusi diawali dengan pelarut n-heksana 100%, n-heksana : etil asetat
(9:1), n-Heksana : etil asetat (8:2), dan diakhiri dengan metanol. Cairan-cairan
hasil pemisahan ditampung dalam fraksi- fraksi yang berbeda sesuai pemisahan
yang terjadi. Hasil fraksinasi kemudian di KLT menggunakan eluen yang sesuai.
fraksi yang memiliki nilai Rf yang sama dapat digabungkan. Selanjutnya dari
masing-masing fraksi tersebut diuji aktivitas antibakterinya terhadap P.aeruginosa
untuk mengetahui fraksi yang aktif. Fraksi dengan aktivitas tertinggi dimurnikan
hingga muncul satu spot pada KLT yang dielusi menggunakan beberapa variasi
eluen. Senyawa murni yang telah diperoleh dapat dilanjutkan ke tahap

karakterisasi senyawa.

3.3.7. Karakterisasi Senyawa

Sampel isolat unggul yang memiliki aktivitas antibakteri terbaik terhadap
P.aeruginosa dan memiliki kemurnian tertinggi, selanjutnya dianalisis
menggunakan instrumen Liquid Chromatography—Mass Spectrometry (LC-
MS/MS) di Pusat Laboratorium Forensik Badan Reserse Kriminal POLRI, Bogor
dan Fourier Transform Infra Red Spectrometer (FT-IR) di Laboratorium Kimia
Analitik Institut Teknologi Bandung.



5.1.

V. KESIMPULAN

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sebagai

berikut :

1. Hasil peremajaan isolat fungi (21AD2-LR & 21DB2-LR) didapatkan

bahwa kedua isolat tersebut terindikasi secara mikroskopis termasuk ke

dalam genus Aspergillus.

. Hasil skrining antibakteri menggunakan metode difusi agar ring

menunjukkan ektrak kasar isolat 21 AD2-LRKU yang memiliki aktivitas
antibakteri tertinggi terhadap bakteri P. aeruginosa, dan setelah dilakukan
pemurnian menggunakan kromatografi kolom, didapatkan sampel 21 AD2-
LRKU3-3 memiliki aktivitas antibakeri yang kuat pada bakteri P.

aeruginosa.

. Hasil analisis LC-MS/MS sampel 21AD2-LRKU3-3 menunjukkan bahwa

komponen alkaloid diketahui pada waktu retensi 18,14 dan m/z 697,4247
dengan perkiraan rumus molekul sebagai C33H52N1205 dan berdasarkan
database PubChem diketahui sebagai senyawa alkaloid dengan kerangka

dasar imidazol.

. Hasil analisis FT-IR diketahui serapan gugus C-N pada bilangan

gelombang 1120,64 cm™?, gugus N-H pada bilangan gelombang 1568,13

cm™1, gugus C-C pada bilangan gelombang 1247,94 cm™!

, pada bilangan
gelombang 3446,79 cm™! menunjukkan serapan gugus O-H, dan gugus
C=0 pada bilangan gelombang 1635,64 cm™1. Hal tersebut
mengkonfirmasi bahwa terdapat pola serapan yang cukup sesuai dengan

gugus fungsi pada struktur senyawa bioaktif yang diperoleh.



43

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang diperoleh bahwa isolat aspergillus sp. (21AD2-
LRKU3-3) berpotensi sebagai antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa resisten. Penelitian dapat dilanjutkan dengan melakukan analisis
struktur senyawa kristal 21 AD2-LRKU3-3 menggunakan instrument NMR serta
analisis filogenetik terhadap isolat fungi 21AD2-LR.
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