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ABSTRACT

Utilization of Shrimp Shells as a Growth Medium for Actinomycetes to Produce
Antibacterial Bioactive Compounds against Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus

By

Ika Wahyu Lestari

Chitin contained in shrimp shells is utilized by Actinomycetes as a source of
carbon and nitrogen to support its growth and development. This study aims to
utilize shrimp shell waste as a growth medium for Actinomycetes to produce
antibacterial compounds against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. Actinomycetes isolates were rejuvenated on 1% colloidal chitin agar
medium. The isolates were then inoculated into a 1% colloidal chitin liquid
medium for seven days. Subsequently, the inoculum was cultivated on a solid
shrimp shell medium for 14 days. The crude extract obtained from Actinomycetes
was tested for antibacterial bioactivity against P. aeruginosa and S. aureus using
the dilution method. The 19C38A1 isolate, which showed antibacterial potential,
was further cultivated on a larger scale. The crude extract from cultivation was
purified using column chromatography and characterized using LC-MS/MS. In
this study, the 19C38ALl isolate demonstrated antibacterial potential against P.
aeruginosa and S. aureus at a concentration of 2 mg/mL. Characterization results
revealed that the chemical properties of the 19C38A1 isolate contained alkaloid
compounds (pyridine and quinazoline). These findings indicate that
Actinomycetes grown in shrimp shell medium can produce compounds with
antibacterial potential against P. aeruginosa and S. aureus.



ABSTRAK

Pemanfaatan Kulit Udang sebagai Media Tumbuh Actinomycetes untuk
Menghasilkan Senyawa Bioaktif Antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa
dan Staphylococcus aureus

Oleh

Ika Wahyu Lestari

Kitin yang terkandung dalam kulit udang digunakan oleh Actinomycetes sebagai
sumber karbon dan nitrogen untuk mendukung pertumbuhan dan
perkembangannya. Penelitian ini bertujuan untuk memanfaatkan limbah kulit
udang sebagai media tumbuh Actinomycetes untuk menghasilkan senyawa
antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus. Isolat
Actinomycetes diremajakan pada media agar koloid kitin 1%. Kemudian isolat
Actinomycetes diinokulasi pada media cair koloid kitin 1% selama 7 hari.
Selanjutnya, inokulum dikultivasi pada media padat kulit udang selama 14 hari.
Ekstrak kasar Actinomycetes yang diperoleh diuji bioaktivitas antibakteri terhadap
P.aeruginosa dan S.aureus dengan menggunakan metode dilusi. Isolat 19C38A1
yang memiliki potensi sebagai antibakteri selanjutnya dikultivasi dalam skala
besar. Ekstrak kasar hasil kultivasi dimurnikan dengan kromatografi kolom dan
dikarakterisasi dengan menggunakan LC-MS/MS. Dalam penelitian ini, isolat
19C38A1 memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap P.aeruginosa dan
S.aureus pada konsentrasi 2 mg/mL. Hasil karakterisasi menunjukkan sifat kimia
senyawa isolat 19C38A1 mengandung adanya senyawa alkaloid (piridin dan
kuinazolin). Hasil ini menunjukkan bahwa Actinomycetes yang ditumbuhkan
dalam media kulit udang dalam menghasilkan senyawa yang berpotensi sebagai
antibakteri terhadap P.aeruginosa dan S.aureus.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi bakteri merupakan salah satu penyakit yang menjadi perhatian
WHO. Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS)
yang diterbitkan WHO melaporkan bahwa diperkirakan terdapat 4,95 juta orang
meninggal di 204 negara pada tahun 2019 secara langsung atau tidak langsung
karena infeksi bakteri yang resisten terhadap antibiotik (World Health
Organization, 2022). Data literatur lain menyatakan bahwa setiap tahun di
Amerika Serikat terdapat 2,8 juta orang terinfeksi oleh bakteri yang telah resisten
terhadap antibiotik dan lebih dari 35.000 orang meninggal setiap tahun sebagai
akibat langsung dari resistensi ini (Center for Disease Control and Prevention,
2019). Pada bulan Juli 2024, CDC melaporkan bahwa infeksi bakteri yang
resisten terharap antimikroba yang muncul di rumah sakit meningkat hingga 20%
selama COVID-19 dibandingkan sebelum pandemi, dan mencapai puncaknya
pada tahun 2021 (Center for Disease Control and Prevention, 2024).

Bakteri yang resisten terhadap berbagai obat ini dikelompokkan dalam sebuah
akronim “ESKAPE”, yang terdiri dari Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas
aeruginosa, dan Enterobacter spp (Navidinia, 2016). Kelompok bakteri ini
menjadi perhatian dunia karena kelompok bakteri ini dapat menghindar atau
‘melarikan diri’ dari antibiotik yang biasa digunakan yang disebabkan oleh
meningkatnya resistensi multi-obat (MDR). Patogen ESKAPE resisten terhadap
antibiotik yang umumnya digunakan seperti penisilin, vankomisin, karbapenem,

dan masih banyak lagi (Mulani et al., 2019). P. aeruginosa dan S. aureus menjadi



patogen yang paling banyak ditemukan di biofilm yang ditemukan di pusat
kesehatan (Hoiby et al., 2010). Kedua bakteri ini menjadi penyebab utama

penyakit pneumonia nosocomial (Dharmayanti & Sukrama, 2019).

Upaya yang dapat dilakukan untuk menangani permasalahan ini ialah pencarian
senyawa antibakteri baru. Banyak penelitian telah dilakukan dalam pencarian
senyawa bioaktif antibakteri baru, salah satunya yang berasal dari Actinomycetes.
Actinomycetes diketahui sebagai mikroorganisme penghasil metabolit sekunder
yang memegang peranan peting dalam industri kesehatan. Aktivitas senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Actinomycetes mampu menghambat
pertumbuhan bakteri maupun jamur, oleh karena itu, Actinomycetes banyak
dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai obat dalam upaya penanggulangan
berbagai macam penyakit, baik pada manusia maupun hewan (Solanki et al.,
2008). Actinomycetes laut dari jenis Streptomyces armeniacus dan Streptomyces
alkalithermotolerans telah dilaporkan memiliki daya hambat terhadap P.
aeruginosa dengan zona hambat nya adalah 20, 17, 48 mm untuk Streptomyces
armeniacus dan 44 mm untuk Streptomyces alkalithermotolerans (Malathi et al.,
2021). Actinomycetes laut lain dari jenis Pseudonocardia carboxydivorans
dilaporkan juga memiliki daya hambat terhadap Staphylococcus aureus pada

konsentrasi 250 pg/mL(Setiawan et al., 2021).

Fermentasi padat/solid-state fermentation (SSF) adalah proses fermentasi yang
melibatkan matriks padat dengan jumlah yang sangat rendah atau tanpa air,
namun harus ada kelembapan yang cukup dalam substrat untuk mendukung
metabolisme dan pertumbuhan mikroorganisme. Metode SSF memegang peranan
penting untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Meskipun metode SSF
dengan menggunakan biji-bijian seperti beras atau kacang kedelai telah banyak
dilakukan, sistem SSF vyang berbeda (non-tradisional) dengan potensi
menghasilkan metabolit sekunder telah dikembangkan dalam 20 tahun terakhir
(Barrios-Gonzales et al., 2005). Dong et al. (2016) melaporkan telah berhasil
mengisolasi senyawa baru yaitu sambacide yang diproduksi dengan metode SSF
dengan menggunakan kentang sebagai media fermentasi yang memiliki aktivitas

antimikroba terhadap S. aureus dan Escherecia coli. Streptomyces fradiae NCIM



2418 dilaporkan dapat menghasilkan senyawa neomisin dengan metode
fermentasi padat menggunakan bungkil kelapa sebagai substrat (Vastrad and
Neelagund, 2014).

Udang termasuk dalam keluarga krustasea yang paling banyak diminati dibanding
jenis krustasea lain. Hasil tangkapan udang pada tahun 2017 dan 2018 mencapai
336.000 ton. Bagian yang tidak dapat dimakan dari limbah pengolahan udang
termasuk bagian cangkang (kulit), kepala dan ekor mencapai 50-70% dari volume
total bahan baku (Ooi et al., 2021). Kulit udang mengandung protein sekitar 25-
40%, kalsium karbonat 40-50%, dan Kitin sekitar 20-36,61%. Besarnya
kandungan komponen-komponen tersebut bergantung pada jenis udang dan
habitat udang tersebut (Srijanto dan Imam, 2005). Kulit udang dapat
dimanfaatkan sebagai salah satu substrat dalam metode SSF sebagaimana telah
dilaporkan oleh (Setiawan et al., 2021). Kitin yang terkandung dalam kulit udang
digunakan oleh Actinomycetes sebagai sumber karbon dan nitrogen untuk
mendukung pertumbuhan dan perkembangannya (Schrempf, 2001). Namun,
belum banyak yang menggunakan kulit udang sebagai media fermentasi dalam

metode fermentasi padat.

Berdasarkan uraian di atas, pencarian senyawa bioaktif antibakteri yang baru perlu
dilakukan sebagai salah satu upaya penanganan resistensi bakteri. Pengembangan
dalam media fermentasi juga perlu dilakukan, seperti dengan menggunakan kulit
udang yang masih belum banyak dimanfaatkan sebagai media fermentasi. Latar
belakang tersebut menunjukkan pentingnya dilakukan penelitian dengan
memanfaatkan limbah kulit udang sebagai media tumbuh Actinomycetes untuk
menghasilkan senyawa bioaktif antibakteri baru.

Penelitian ini difokuskan pada kultivasi, ekstraksi, dan karakterisasi senyawa
bioaktif dari Actinomycetes. Hasil isolasi senyawa bioaktif dari Actinomycetes
diuji aktivitas biologisnya dengan uji antibakteri oleh bakteri P. aeruginosa dan
S. aureus dengan menggunakan Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Hasil
isolasi senyawa bioaktif antibakteri dikarakterisasi lebih lanjut dengan
spektrometri LC-MS/MS.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Memanfaatkan media kulit udang sebagai media tumbuh Actinomycetes.

2. Mendapatkan Actinomycetes yang dapat menghasilkan senyawa antibakteri
terhadap P.aeruginosa dan S. aureus.

3. Mengisolasi dan mengkarakterisasi senyawa bioaktif antibakteri sebagai

antibakteri terhadap P.aeruginosa dan S. aureus.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi terkait dengan potensi
Actinomycetes sebagai penghasil senyawa antibakteri baru sebagai salah satu
upaya penanganan masalah resistensi bakteri patogen yang sedang terjadi. Selain
itu, penelitian ini juga diharapkan dapat memberikan informasi yang dapat

digunakan dalam bidang kimia.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kulit Udang

Udang termasuk ke dalam sepuluh komoditas unggulan Indonesia non migas serta
subsektor perikanan Indonesia (Sarwanto dkk, 2018). Limbah udang adalah sisa
hasil industri pengulitan udang yang tediri dari kepala, kulit (cangkang), dan kaki.
Produksi limbah kulit udang di Indonesia mencapai 141.040 ton/tahun, atau 4%
dari produksi udang yang mencapai 352.600 ton/tahun (Direktorat Jendral
Budidaya Departemen Kelautan dan Perikanan, 2010). Kulit udang mengandung
protein sekitar 25-40%, kalsium karbonat 40-50%, dan kitin sekitar 20-36,61%.
Besarnya kandungan komponen-komponen tersebut bergantung pada jenis udang
dan habitat udang tersebut (Srijanto dan Imam, 2005). Kitin secara kimiawi
merupakan biopolimer dari unit N-asetil-D-glukosamin berwarna putih, tidak
berasa, tidak berbau, dan tidak larut dalam air, pelarut organik umumnya, asam-
asam anorganik, dan basa encer. Kitin mengikat N dari asam amino penyusun
protein sehingga protein menjadi sulit untuk dicerna oleh mamalia (Pratiwi dkk,
2015).

2.2 Bakteri Patogen

Bakteri patogen merupakan bakteri yang dapat menginfeksi hingga menyebabkan
penyakit pada inang. Sebagian besar spesies bakteri tidak berbahaya dan sering
kali bermanfaat tetapi sebagian yang lain dapat menyebabkan penyakit menular.

Bakteri patogen secara khusus memiliki kemampuan adaptasi dan memiliki



mekanisme untuk menembus pertahanan tubuh normal, dan dapat menyerang
bagian tubuh seperti darah dimana biasanya bakteri tidak ditemukan. Salah satu
bakteri yang termasuk kedalam patogen adalah bakteri Pseudomonas aeruginosa

dan Staphylococcus aureus.

Pseudomonas aeruginosa merupakan salah satu bakteri gram negatif yang sering
diisolasi dari pasien di ruang ICU. P. aeruginosa menjadi bakteri penyebab
infeksi pada pasien dengan imunitas yang menurun. Bakteri ini mampu
beradaptasi dengan kondisi oksigen dan nutrisi yang rendah. P. aeruginosa dapat
hidup pada peralatan-peralatan medis dan bagian-bagian lain di rumah sakit,
sehingga dapat dengan mudah menginfeksi pasien yang sedang mengalami
penurunan imunitas. Pengobatan pada penyakit yang diakibatkan oleh infeksi
bakteri P. aeruginosa menjadi lebih sulit karena adanya resistensi terhadap

berbagai jenis antibiotik (Dharmayanti & Sukrama, 2019).

Gambar 1. Bakteri Pseudomonas aeruginosa.

(https://www.cdc.gov/Pseudomonas-aeruginosa/about/index.html)

P. aeruginosa merupakan bakteri aerob yang berbentuk batang dan tidak
mempunyai kapsul atau selubung (namun sebagian ada yang memiliki selubung
atau kapsul). Bakteri ini memiliki flagela polar sehingga bakteri ini bersifat motil

serta berukuran sekitar 0,5-1,0 um (Strohl et al., 2001). Bakteri P. aeruginosa



dapat tumbuh dalam rentang suhu 37-42°C. P. aeruginosa tidak menghasilkan
spora dan tidak dapat memfermentasikan karbohidrat. Secara luas, bakteri ini
dapat ditemukan di alam, contohnya di air, tanaman, tanah, dan hewan. Bakteri
ini termasuk kedalam bakteri oportunistik dan merupakan penyebab utama infeksi

pneumonia nosokomial (Dharmayanti & Sukrama, 2019).

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif yang banyak ditemukan
pada kulit manusia, selaput lendir pada mulut, hidung, saluran pernafasan, saluran
pencernaan, selain itu juga dapat ditemukan di dalam air, tanah, makanan, susu,
bahkan udara. S. aureus merupakan mikroflora normal pada manusia.
Keberadaan S. aureus pada saluran pernafasan atas atau kulit pada suatu individu
jarang menyebabkan penyakit, individu yang sehat biasanya hanya berperan

sebagai karier (Madigan et al., 2008).
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Gambar 2. Bakteri Staphylococcus aureus.

(https://id.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus)

S. aureus merupakan bakteri yang bersifat anaerob fakultatif, menghasilkan
pigmen kuning, tidak menghasilkan spora dan tidak motil. Bakteri ini umumnya



tumbuh secara berpasangan maupun berkelompok. Bakteri ini berbentuk bulat
dengan diameter 0,8-1,0 um. S. aureus memiliki bentuk bulat yang terlihat seperti
untaian buah anggur ketika diamati dibawah mikroskop. S. aureus dapat tumbuh
dengan optimum pada suhu 37°C dengan waktu pembelahan 0,47 jam (Prescott et
al., 2002).

2.3 Antibakteri

Antibakteri merupakan merupakan zat yang dapat mengganggu bahkan
membunuh bakteri dengan cara mengganggu metabolisme dari bakteri tersebut.
antibakteri termasuk kedalam antimikroba yang digunakan untuk mengambat atau
bahkan menghentikan pertumbuhan bakteri yang merugikan. Mekanisme kerja
senyawa antibakteri yaitu menghambat sintesis dinding sel, menghambat
keutuhan permeabilitas dinding sel bakteri, menghambat kerja enzim, dan
menghambat sintesis asam nukleat dan protein. Suatu antibakteri dapat digunakan
hanya jika mempunyai sifat toksik selektif, artinya dapat membunuh bakteri yang
menyebabkan penyakit tetapi tidak beracun bagi penderitanya (Madigan et al.,
2008).

2.4 Actinomycetes

Actinomycetes adalah organisme prokariotik yang diklasifikasikan sebagai bakteri,
tetapi secara morfologis, Actinomycetes menyerupai jamur karena selnya yang
memanjang dan bercabang membentuk filamen atau hifa. Hifa ini dapat
dibedakan dari hifa jamur berdasarkan ukuran, dimana hifa Actinomycetes jauh
lebih kecil dari hifa jamur. Namun dengan berkembangnya ilmu pengetahuan,
Actinomycetes secara morfologi lebih dekat dengan bakteri. Penggolongan
Actinomycetes sebagai bakteri adalah karena Actinomycetes memiliki nukleod

yang sama dengan bakteri dilihat dari ukuran sel, spora serta miseliumnya.



Dinding sel Actinomycetes disusun oleh polimer-polimer gula, asam amino, dan
gula amino seperti halnya dinding sel yang dimiliki oleh bakteri gram positif (Li
et al., 2016). Adapun klasifikasi Actinomycetes menurut Zhi et al., (2009) adalah:
Kingdom : Bacteria

Filum : Actinobacteria

Kelas : Schizomycetes

Subkelas : Actinobacteridae

Ordo : Actinomycetales

Actinomycetes secara umum memiliki miselium, yang berdasarkan morflogi dan
fungsinya dapat dibagi menjadi miselium substrat dan miselium aerial (miselium
udara). Miselium substrat tumbuh ke dalam media atau pada permukaan media
kultur yang memiliki fungsi utama sebagai penyerap nutrisi untuk pertumbuhan
Aktinobakteria. Sedangkan miselium aerial adalah hifa tempat miselium substrat
berkembang sampai tahap tertentu dan tumbuh ke udara. Beberapa
Aktinobakteria dapat membentuk struktur yang kompleks, seperti spora, rantai
spora, sporangia, dan sporangiospora (Li et al., 2016).

Rantai spora Actinomycetes secara morfologi dapat dibedakan berdasarkan
panjang dan jumlah spora: di- atau bispora dengan dua spora, oligospora dengan
beberapa spora, dan poli-spora dengan banyak spora. Monospora merupakan tipe
dari spora produksi tunggal. Jenis spora ini terdapat pada berbagai kelompok
supragenerik, seperti Micromonospora, Thermomonospora, Saccharomonospora,
dan Thermoactinomyces.  Rantai disporous mengandung sepasang spora
memanjang. Jenis spora ini diwakili oleh spesies dari genus Microbispora.
Actinomycetes oligosporous mayoritas memiliki 7 hingga 20 spora per-rantai dan
setidaknya memiliki 3 spora (Gambar 3) (Li et al., 2016).
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Gambar 3. Spora tunggal dan spora dalam rantai pendek. Monospora: (A)
Micromonospora, (B) Thermomonospora, (C) Saccharomonospora,
dan (D) Thermoactinomyces. Dispora: (E) Microbispora.
Oligospora: (F) Nocardia brevicatena, (G) Catellatospora (Li et al.,
2016).

Genus Streptomyces membentuk rantai spora panjang yang sering memiliki lebih
dari 50 spora. Hifa udara Streptomyces yang bersporulasi dapat dibedakan
menjadi tipe utama berikut (Gambar 2): (A) Tipe Rektifleksibil, rantai spora lurus
atau lentur, sebagian dalam fasikula; (B) Jenis Retinaculiaperti, rantai spora
dengan kait, loop terbuka atau spiral pendek tidak beraturan memiliki 1 sampai 4
putaran; (C) Jenis Spira, rantai spora dalam spiral menunjukkan dua subtipe yang
berbeda: (a) Tertutup, spiral kompak dan (b) spiral terbuka, longgar, dan
membentang; (D) Tipe Verticillati, rantai spora terbentuk melingkar dan
bercabang di umbel. Genus tipikal lain yang membentuk spora dalam rantai
panjang adalah Nocardiopsis (Li et al., 2016).
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Gambar 4. Spora dalam rantai panjang. (A) Jenis Rektifleksibil, (B) Jenis
Retinaculiaperti, (C) Jenis Spira, (D) Jenis Verticillati.
Nocardiopsis: (E) memecah hifa udara dan bercabang (Li et al.,
2016).

Actinomycetes diketahui sebagai mikroorganisme penghasil metabolit sekunder
yang memegang peranan peting dalam industri kesehatan. Aktivitas senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Actinomycetes mampu menghambat
pertumbuhan bakteri maupun jamur. Oleh karena itu, Actinomycetes banyak
dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai obat dalam upaya penanggulangan
berbagai macam penyakit, baik pada manusia maupun hewan (Solanki et al.,
2008). Sekitar 8.000 senyawa antibiotik dilaporkan dalam buku bioactive
microbial natural product berasal dari ordo Actinomycetales.  Hal ini
menunjukkan bahwa Actinomycetes sangat berperan penting dalam industri
kesehatan dan sangat menarik dengan kemampuannya menghasilkan metabolit
sekunder yang penting. Selain itu, genus Streptomyces merupakan genus
penghasil antibiotik terbesar, dimana dilaporkan sekitar ~70% antibiotik berasal
dari genus ini (Berdy, 2005).
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2.5 Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder adalah senyawa metabolit yang tidak esensial bagi
pertumbuhan organisme dan ditemukan dalam bentuk yang unik atau berbeda-
beda antara spesies yang satu dan lainnya.  Setiap organisme biasanya
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang berbeda-beda, bahkan mungkin
satu jenis senyawa metabolit sekunder hanya ditemukan pada satu spesies dalam
suatu kingdom. Senyawa ini juga tidak selalu dihasilkan, tetapi hanya pada saat
dibutuhkan saja atau pada fase-fase tertentu. Fungsi metabolit sekunder adalah
untuk mempertahankan diri dari kondisi lingkungan yang kurang menguntungkan,
misalnya untuk mengatasi hama dan penyakit, menarik polinator, dan sebagai
molekul sinyal. Singkatnya, metabolit sekunder digunakan organisme untuk
berinteraksi dengan lingkungannya. Metabolit sekunder diproduksi oleh bakteri,

Actinomycetes, jamur, tumbuhan, dan hewan (Kumar et al., 2020).

Klasifikasi metabolit sekunder secara sederhana terbagi kedalam tiga kelompok
utama vyaitu terpen (misalnya volatil, glikosida kardiak, karotenoid, dan sterol),
fennolik (misalnya asam fenolat, kumarin, lignan, stilbena, flavonoid, tanin, dan
lignin), dan senyawa yang mengandung nitrogen (misalnya alkaloid dan
glukosinolat) (Agostini-Costa et al, 2012).

Tabel 1. Kelompok utama metabolit sekunder (Anggraito dkk, 2018)

Kelas senyawa Contoh Struktur
Alkaloid Nikotin

Asam amino Kanavanin
nonproteinogenik
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Tabel 1. (Lanjutan)

Kelas senyawa Contoh Struktur
Diterpen Fitol W\/OH
Triterpen Asam oleanolat pY4
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" l
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n

2.6 Fermentasi padat/Solid-State Fermentation (SSF)

Fermentasi padat/solid-state fermentation (SSF) didefinisikan sebagai proses
fermentasi yang memanfaatkan matriks padat yang mengandung kelembapan
yang cukup untuk mendorong pertumbuhan mikroba tanpa tambahan air bebas
(Singhania et al., 2015). Namun, substrat harus memiliki kelembaban yang cukup
untuk mendukung pertumbuhan dan metabolisme mikroorganisme. Kelembapan
yang diperlukan dalam SSF ada dalam bentuk yang diserap atau kompleks dalam
matriks padat, yaitu: cenderung lebih menguntungkan untuk pertumbuhan karena
kemungkinan proses transfer oksigen yang efisien. Pada metode SSF, kadar air
yang terkandung cukup rendah dan mikroorganisme hampir masuk kontak dengan
oksigen gas di udara, tidak seperti dalam fermentasi terendam (SmF). Proses SSF
dilakukan di bawah kondisi yang terkendali dan akan menghasilkan produk

berharga seperti enzim dan metabolit sekunder (Raghavarao et al., 2003).
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2.7 Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu proses pemisahan yang mana analit-analit pada
sampel terdistribusi antara 2 fase, yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam dapat
berupa bahan padat atau porus dalam bentuk molekul yang kecil, atau dalam
bentuk cairan yang dilapiskan pada pendukung padat atau dilapiskan pada dinding
kolom. Fase gerak dapat berupa gas ataupun cairan, jika digunakan sebagai fase
gerak, maka prosesnya dikanal sebagai kromatografi gas. Fase gerak yang sering

digunakan dalam kromatografi lapis tipis selalu cair (Rohman, 2007).

2.7.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

KLT merupakan bentuk kromatografi planar, fase diamnya berupa lapisan yang
seragam pada permukaan bidang datar dilapiskan pada lempeng kaca, plat
aluminium, atau plat plastik. Prinsip dari kromatografi lapis tipis adalah suatu
analit bergerak naik (melintasi fase diam) (paling umum digunakan silika gel), di
bawah pengaruh fase gerak (biasanya campuran pelarut organik), yang bergerak
melalui fase diam oleh kerja dari kapiler. Jarak pemindahan oleh analit tersebut
ditentukan oleh afinitas relatifnya untuk fase diam dan fase gerak. Keunggulan
dari KLT adalah fleksibel dalam mendeteksi hampir semua senyawa, bahkan
beberapa senyawa anorganik, yang dapat didukung oleh penggunaan reagen
penampak bercak (Watson, 2010).

Larutan deteksi serium sulfat digunakan untuk mengetahui komponen metabolit
sekunder atau senyawa organik yang sudah ada di dalam ekstrak yang ditandai
dengan munculnya noda coklat kehitaman.  Uji spesifik juga dilakukan
menggunakan pereaksi Dragendorff untuk menguji kandungan alkaloid (gugus N
tersier) pada ekstrak yang ditandai dengan munculnya noda jingga/merah bata.
Pengamatan dengan UV, nm dilakukan untuk mengetahui senyawa-senyawa

yang memiliki ikatan rangkap terkonjugasi.
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Nilai Rf noda dihitung untuk mengetahui tingkat kepolaran komponen senyawa
yang dideteksi dan warna yang timbul dicatat untuk menyimpulkan golongan
senyawa yang dideteksi. KLT digunakan untuk analisis senyawa organik terlarut
terutama dalam bidang kimia untuk analisa kualitatif dengan membandingkan
jarak noda sampel dari garis awal dengan jarak pelarut dari garis awal (Gandjar
dan Rohman, 2007).

_ Jarak noda sampel dari garis awal

Jarak pelarut dari garis awal

Komponen yang lebih polar tertahan lebih lama di fase diam dan memiliki nilai Rf
kecil, sedangkan komponen yang kurang polar bergerak lebih jauh bersama fase

gerak dan memiliki nilai Rf besar.

2.7.2. Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom merupakan suatu teknik pemisahan dan pemurnian yang
sederhana dan paling populer. Metode ini dapat digunakan dalam pemisahan dan
pemurnian sampel padat maupun cair. Kromatografi kolom terdiri dari fase padat
dan fase diam yang mengadsorpsi dan memisahkan senyawa yang melaluinya
dengan bantuan fase gerak cair. Dalam kromatografi kolom terdapat berbagai
fase diam yang dapat digunakan, seperti silika, alumina, kalium fosfat, kalsium
karbonat, pati, dan magnesium. Komposisi pelarut yang digunakan dalam metode
ini komposisi pelarut yang akan digunakan disesuaikan berdasarkan sifat senyawa

yang akan dipisahkan dan diisolasi (Srivastava et al., 2021).

Kromatografi kolom digunakan untuk pemisahan campuran beberapa senyawa
yang diperoleh dari hasil isolasi. Terjadinya pemisahan komponen-komponen
suatu zat pada eluen yang bergerak melalui fase diam sebagai adsorben, karena
adanya perbedaan daya adsorpsi pada komponen-komponen tersebut. Fasa diam

diisikan ke dalam kolom gelas, sedangkan eluennya disesuaikan dengan sampel
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yang akan dilakukan pemisahan. Metode elusi ini dapat dilakukan dengan elusi
isokratik atau elusi landaian. Elusi isokratik adalah adanya penggunaan eluen
yang tidak berubah selama proses pemisahan berlangsung (Johnson and
Stevenson, 2021).

2.8 Metode Uji Bioaktivitas

Uji bioaktivitas antibakteri merupakan suatu metode untuk menentukan tingkat
kerentanan bakteri terhadap zat antibakteri dan untuk mengetahui senyawa murni
yang memiliki aktivitas antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan
dengan metode difusi dan metode pengenceran (dilusi) (Pratiwi, 2008). Metode

difusi dan metode dilusi terbagi menjadi beberapa metode, yaitu:

Metode difusi adalah pengukuran dan pengamatan diameter zona bening yang
terbentuk di sekitar cakram, dilakukan pengukuran setelah didiamkan selama 18-
24 jam dan diukur menggunakan jangka sorong (Sari dkk, 2013)
a. Metode disc diffusion atau metode Kirby Baure, metode ini menggunakan
kertas cakram yang berisi zat antimikroba dan diletakkan pada media agar yang
telah ditanami bakteri uji.
b. Metode E-Test digunakan untuk menentukan KHM (Kadar Hambat
Minimum), vyaitu konsentrasi minimal zat antimikroba dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji. Metode ini menggunakan strip plastik yang telah
berisi zat antibakteri dan diletakkan pada media agar.
c. Ditch plate technique, zat antimirkoba diletakkan pada parit yang dibuat
dengan cara memotong media agar dalam cawan petri pada bagian tengah
secara membujur dan bakteri uji digoreskan ke arah parit.
d. Cup-plate technique, metode ini hampir sama dengan metode disc diffusion
namun bedanya tidak menggunakan kertas. Pada media agar dibuat sumur, dan

pada sumur tersebut diberi zat antimikroba.
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e. Gradient-plate technique, media agar dicairkan dan ditambahkan larutan uji
kemudian campuran tersebut dituangkan ke dalam cawan petri dan diletakkan

dalam posisi miring.

Metode dilusi dibedakan mejadi dua, yaitu:

a. Metode dilusi cair/ broth dilution test, digunakan untuk mengukur KHM dan
KBM. Zat antimikroba diencerkan pada medium cair yang telah ditambahkan
bakteri uji. Larutan antimikroba dengan kadar terkecil dan terlihat jernih
ditetapkan sebagai KHM. KHM dikultur ulang pada media cair tanpa
penambahan bakteri dan zat antimikroba, kemudian diinkubasi selama 18-24
jam. Media yang tetap cair ditetapkan sebagai KBM.

b. Metode dilusi padat/ solid dilution test, metode ini hampir sama dengan
metode dilusi cair, namun menggunakan media padat. Metode dilusi padat

dapat menguji beberapa macam bakteri dalam satu konsentrasi zat antimikroba.

2.9 Karakterisasi

2.9.1. Spektroskopi LC-MS/MS

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) atau
Kromatografi cair kinerja ultra tinggi-tandem spektrometri massa (KCKUT-
SM/SM) adalah teknik analisis kombinasi dari kromatografi cair sebagai pemisah
komponen-komponen analit dalam sampel, dengan spektrometri massa sebagai
detektor. LC-MS/MS merupakan teknik analisis kualitatif dan kuantitatif yang
efektif dengan berbagai aplikasi, seperti aplikasi klinis, termasuk pemantauan
terapi obat (TDM), toksikologi, endokrinologi, pediatri, mikrobiologi, dan
proteomik. Prinsip tandem spektrometri massa 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
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untuk memilih rasio massa terhadap muatan (m/z) tertentu. Penganalisis massa
pertama menganalisa 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).



I11.  METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan pada bulan Maret 2022-Agustus 2024 di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (UPT-

LTSIT), Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas (gelas ukur,
gelas beker, erlenmeyer, pipet tetes, labu ukur, pengaduk gelas, tabung reaksi,
cawan petri, corong, kaca preparat, botol vial, labu bulat, pipa kapiler), spatula,
kertas saring, aluminium foil, kapas, gunting, microplate 96-well TWAKI,
mikrotip, plat silika gel 60gs4, alas labu bulat, plastik wrap, pinset, jarum ose
bulat, bunsen, autoclave Tomy SX-700, vacuum rotary evaporator Buchi R210,
laminar air flow ESCO/AVC4A1, mikroskop Axio Zeiss Al, saringan, drying
oven Jisico, sentrifuse, mikropipet DragonLab, hot plate, lemari asam, neraca
analitik Wigen Houser, Spektrometer LC-MS/MS.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit udang, koloid
kitin, agar, akuades, air laut buatan (0,07% KH,PQO,4, 0,03% KH,PO,4, 0,01%
MgSO,. 7H,0 dan 0,7% (NH,4).SO, garam mineral), spiritus, alkohol 70%, NaOH
5%, HCI 1M, HCI pekat, etil asetat, metanol teknis, metanol 12,5%, n-heksana
teknis, isopropanol (IPA), Tryptic Soy Broth Merck (TSB), bakteri P. aeruginosa
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dan S. aureus, resazurin, antibiotik generik ciprofloxacin NOVELL dan antibiotik

chloramphenicol.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Biomaterial

3.3.1.1.1solat Actinomycetes

Pada penelitian ini, isolat Actinomycetes (18A1301, 19A07A1, 19C32A1, dan
19C38A1) yang dipilih didapat dari strain UPT LTSIT yang diisolasi dari spons
dan tunikata di perairan Singaraja Buleleng, Bali (8°07°07. 6”LS 114°33°38.
9”BT) dan Gorontalo di Pantai Oluwuta Teluk Tomina, Kabupaten Bone Bolango
(0°25°15. 0”N123°08°42. 9”E), pengambilan sampel spons menggunakan teknik
SCUBA diving pada kedalaman 15-30 m. Bakteri patogen yang digunakan yaitu
P. aeruginosa dan bakteri S. Aureus yang didapat dari hasil isolasi sampel kulit
pasien RSUD Abdoel Moeloek, Bandar Lampung. Bakteri dipelihara dalam
media TSB 3%.

3.3.1.2.Pembuatan kitin dan koloid kitin

Limbah kulit udang didapatkan dari pasar Gudang Lelang, Lempasing, Bandar
Lampung. Setelah didapatkan limbah kulit udang, kepala dan cangkang
dibersihkan, dikeringkan, dan dihaluskan. Kitin dibuat dari bubuk kasar kulit
udang kering yang ditambahkan 5% NaOH dengan rasio 1:10, kemudian
dipanaskan selam 1 jam pada suhu + 80°C, disaring dan dinetralisasi sampai pH
+ 7. Kemudian, residu ditambahkan 1 M HCI dengan rasio 1:10, kemudian

diaduk, disaring dan dikeringkan dalam oven pada temperature + 60°C. Bubuk
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yang dihasilkan merupakan kitin (hasil dari deproteinasi dan demineralisasi kulit
udang).

Sebanyak 10 gram Kkitin ditambahakan secara perlahan = 150 ml HCI pekat,
diaduk selama 30 menit, ditambahkan 2 L air destilat, diaduk, dan diamkan
hingga suspensi terbentuk. Selanjutnya, sedimen (koloid kitin) dibilas dengan air
destilasi dan disentrifus selama 15 menit dengan kecepatan 7000 rpm hingga
didapatkan pH netral. Endapan dimasukkan ke dalam autoklaf dengan suhu

121°C selama 15 menit, dan disimpan dalam pendingin selama seminggu.

3.3.2 Peremajaan Actinomycetes

Peremajaan isolat Actinomycetes (18A1301, 19A07A1, 19C32A1, dan 19C38A1)
dilakukan pada media agar koloid kitin 1% mengacu pada (Hsu and Lockwood,
1975) dengan modifikasi. Media agar koloid Kkitin 1% terdiri dari 1% koloid kitin
dan 2% agar yang dilarutkan dalam 100 mL air laut buatan. Kemudian,
disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1,2 atm
selama 15 menit. Media koloid Kitin dituang ke dalam cawan petri untuk
mempersiapkan media agar plate. Peremajaan dilakukan dengan mengambil
strain yang terdiri dari 1 koloni menggunakan ose kemudian dipindahkan pada

media agar plate koloid kitin 1% lalu diinkubasi pada suhu 28°C selama 7 hari.

3.3.3 ldentifikasi Actinomycetes

Morfologi koloni Actinomycetes yang terisolasi diidentifikasi secara makroskopi
dan mikroskopi. Identifikasi makroskopi dilakukan dengan mengamati miselium
substrat dan miselium aerial isolat. Identifikasi secara mikroskopis dilakukan
dengan menggunakan metode coverslip 45° mikroskopi yang mengacu pada

(Sapkota et al., 2020) dengan sedikit modifikasi. Coverslip ditanam ke dalam



23

media koloid kitin 1% dengan 2% agar dengan sudut 45°. Kemudian isolat
digoreskan dengan menggunakan ose pada media agar dekat coverslip yang sudah
ditanam dan diinkubasi selama 3-4 hari. Coverslip dicabut dengan menggunakan
pinset steril dan diletakkan diatas kaca preparat, lalu diamati di bawah mikroskop
dengan perbesaran 400x. Morfologi isolat Actinomycetes diidentifikasi dengan
mengacu pada (Li et al., 2016) pada bukunya yang berjudul Morphological
Identification of Actinobacteria, Chapter 3, Actinobacteria-Basic’s and

Biotechnological Applications.

3.3.4 Kultivasi dan Ekstraksi

Kultivasi Actinomycetes dilakukan pada media kulit udang berdasarkan (Nidheesh
et al., 2015) dengan modifikasi. Kultur murni Actinomycetes ditumbuhkan dalam
media inokulum koloid Kitin cair 1% dan diinkubasi selama 7 hari. Inokulum
Actinomycetes ditumbuhkan ke dalam media fermentasi berupa media kulit udang
dengan perbandingan antara inokulum dan media fermentasi adalah 1:10 dan
diinkubasi selama 14 hari pada suhu 28°C. Ekstraksi Actinomycetes dilakukan
berdasarkan (Setiawan et al., 2021) dengan modifikasi. Biomassa Actinomycetes
dilakukan maserasi menggunakan pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:2
selama 24 jam. Setelah 24 jam filtrat disaring dan diuapkan pelarutnya dengan
penguapan di bawah tekanan pada suhu 40°C dan ekstrak kering yang didapatkan

selanjutnya ditimbang untuk melihat berat yang didapat.

3.3.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis kualitatif kromatografi lapis tipis (KLT) dilakukan pada plat silika gel
60254 berdasarkan (Kagan & Flythe, 2014) dengan modifikasi, dengan eluen n-
heksana-IPA dengan perbandingan 9:1. Ekstrak ditotolkan pada plat silika, lalu

dielusi dengan eluen hingga batas atas. Kemudian disinari dengan sinar UV2s4nm
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dan dimasukkan ke dalam pereaksi serium sulfat dan pereaksi Dragendorff lalu

dipanaskan. Setelah itu nilai Rf dari noda yang terbentuk dihitung.

3.3.6 Uji Bioaktivitas Antibakteri

Uji bioaktivitas antibakteri Actinomycetes diuji terhadap bakteri P. aeruginosa
dan S. aureus menggunakan metode mikrodilusi dalam microplate 96-well sesuai
dengan (Coban et al., 2006) dengan sedikit modifikasi. Secara singkat, larutan
stok ekstrak diencerkan menjadi 2000ppm dengan metanol 12,5%. Kemudian
50puL sampel dimasukkan ke dalam masing-masing well dengan 3 Kali
pengulangan untuk setiap sampelnya.  Ciprofloxacin dan chloramphenicol
digunakan sebagai kontrol positif dan metanol 12,5% sebagai kontrol negatif.
25uL inokulum bakteri yang sudah diukur sesuai dengan standar Mc Farland
ditambahkan ke dalam setiap well yang berisi sampel kemudian diinkubasi selama
18 jam pada suhu 28°C. Setelah diinkubasi selama 18 jam, diukur nilai Minimum
Inhibitory Concentration (MIC)-nya. Lalu 30uL resazurin ditambahkan ke dalam
setiap well dan diinkubasi kembali selama 2 jam pada suhu 28°C. Setelah 2 jam

diukur kembali nilai MIC-nya.

3.3.7 Fraksinasi dan Purifikasi

Ekstrak kasar yang memiliki bioaktivitas sebagai antibakteri dilakukan uji KLT
dan selanjutnya dipartisi menggunakan corong pisah dengan pelarut yang sesuai.
Fasa yang diinginkan dipekatkan dengan menggunakan vacuum rotatory
evaporator. Setelah itu dilakukan uji KLT pada ekstrak yang didapat. Ekstrak
yang telah diuji KLT, difraksinasi dengan menggunakan metode kromatografi
kolom yang dibuat dengan kolom berisi fase diam dan elusi dilakukan dengan
gradien pelarut (Markham, 2008). Setiap fraksi yang didapat ditampung ke dalam
botol-botol vial. Uji KLT selalu dilakukan hingga didapatkan fraksi murni.
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Purifikasi dilakukan berdasarkan metode bioassay-guided separation. Fraksi

murni disimpan di dalam botol vial.

3.3.8 Uji difusi agar

Sebanyak 1mL suspensi bakteri dengan kepadatan sel 106 sel/mL dimasukkan ke
dalam cawan petri steril, kemudian ditambahkan 15mL Nutrient agar cair. Cawan
petri kemudian digoyangkan berlawanan arah jarum jam sebanyak 5-10x dan
digoyangkan lagi searah jarum jam sebanyak 5-10x agar media dan suspensi
tercampur. Pembuatan media dilakukan di dekat api bunsen dalam Laminar Air
Flow. Setelah agar memadat, setiap cawan petri dibuat diagram 6 bagian. Kertas
cakram kontrol positif, kontrol negatif dan cakram yang telah dijenuhkan dengan

larutan ekstrak, diletakkan pada masing-masing bagian dan kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam (Nufailah, 2008). Uji antibakteri ini dilakukan
pengulangan tiga kali. Area jernih disekeliling cakram menunjukkan tidak adanya
pertumbuhan bakteri yang kemudian diukur menggunakan mistar. Hasil

pengukuran zona hambat diklasifikasikan berdasarkan Tabel 2.

Tabel 2. Klasifikasi Aktivitas Antibakteri

Diameter zona hambat Aktivitas antibakteri
(mm)

<10 Tidak aktif

11-15 Lemah

16-20 Sedang

>20 Kuat
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3.3.9 Karakterisasi

Fraksi aktif yang sudah murni dikarakterisasi lebih lanjut yang dilakukan secara
spektrometri. Karakterisasi secara spektrometri dilakukan dengan menggunakan
spektrometer LC-MS/MS yang dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik, Badan

Reserse Kriminal Polri, Bogor.
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3.3.10 Diagram Alir Penelitian

T Morfologi
Isolat Actinomycetes Diidentifikasi

Actinomycetes

- Diremajakan

- Dikultivasi

Biomassa Actinomycetes

- Diekstraksi dan dipekatkan

Ekstrak Kasar

- Diuji KLT

- Diuiji bioaktivitas

Isolat Unggul

- Dikultivasi dalam skala besar

- Diekstraksi
- Difraksinasi
Voo v v \’
F1 F2 F3 F4 F5 F6
\ ) v ! ¥
- Diuji KLT

Fraksi Unggul

- Dipurifikasi

Fraksi Murni

- Dikarakterisasi

v !

Uji Bioaktivitas LC-MS/MS




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa:

1. Isolat 18A1301, 19A07A1, 19C32A1, dan 19C38A1 dapat tumbuh dengan
baik pada media kulit udang.

2. Isolat 19C38A1 menjadi kandidat isolat unggul penghasil senyawa antibakteri
terhadap S. aureus dan P.aeruginosa resisten.

3. Isolat 19C38A1 mengandung senyawa metabolit sekunder alkaloid golongan

piridin dan kuinazolin.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh pada penelitian ini, untuk penelitian
selanjutnya disarankan untuk melakukan pemurnian lebih lanjut hingga diperoleh

senyawa target yang murni lalu dilakukan elusidasi struktur dengan NMR.
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