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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA LIPOPEPTIDA FUNGI SEDIMEN
MANGROVE serta UJI ANTIBAKTERI terhadap Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aureginosa

Oleh
IBNU FADILAH

Dua bakteri resisten, Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa
menjadi salah satu permasalahan secara global. Pada penelitian ini bertujuan
mendapatkan senyawa antibiotik baru yang berasal dari fungi sedimen mangrove.
Peremajaan fungi menggunakan media PDA. Isolat fungi diidentifikasi secara
morfologi menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x dan dikultur
di media beras padat. Skrining antibakteri dilakukan menggunakan metode
mikrodilusi. Isolat terpilih dikultur skala besar di media beras. Ekstrak EtOAc
dipartisi kemudian diuji kembali aktivitas antibakterinya dengan modifikasi
metode Bioautografi KLT overlay dengan penambahan resazurin. Fraksi unggul
dikarakterisasi menggunakan FT-IR dan LC-MS/MS. Penelitian ini berhasil
meremajakan 7 mikroba sedimen mangrove. Tiga isolat fungi Penicillium sp. Satu
isolat Aspergillus sp. dan Tiga isolat belum diidentifikasi. Ekstrak isolat fungi
21RSM-12 memiliki aktivitas penghambat bakteri terhadap S. aureus dengan
persentase 70,2%, dikonfirmasi ekstrak fraksi n-Heksana dan subfraksi keempat
hasil fraksinasi menunjukkan adanya spot aktif berwarna biru pada uji
bioautografi KLT. Karakterisasi FT-IR menunjukkan gugus khas peptida pada
daerah bilangan gelombang 3404 cm™, 1722 cm™, 1641 cm™ dan 1056 cm™
dengan gugus fungsi meliputi O-H, C=0, C=0 (amida) dan beberapa ikatan C-O.
Analisis LC-MS/MS menggunakan software SIRIUS diperoleh senyawa turunan
lipopentapeptida linear dengan formula molekul CssHgoNgOgS pada nilai m/z
905,5952. Dampak penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi baru
dalam investigasi senyawa bahan alam yang dapat digunakan sebagai tahap awal
penemuan obat farmasi.

Kata Kunci: Sedimen Mangrove, Fungi, Antibakteri, LC-MS/MS. Peptida



ABSTRACT

CHARACTERIZATION LIPOPEPTIDE COMPOUND BY FUNGI OF
SEDIMENT MANGROVE AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINST
Staphylococcus aureus AND Pseudomonas aeruginosa

By

IBNU FADILAH

Two resistance bacteria, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa is a
serious global problem . This study aims to obtain new antibiotic compounds
derived from sediment mangrove fungi. Rejuvenation of fungi using PDA agar.
Fungal isolates were carried out for morphological identification using a light
microscope with 400x magnification and cultured on solid rice media.
Antibacterial screening was carried out using the microdilution method. A
potential isolate was cultured on a large scale in rice media. EtOAc extract was
partitioned and assaying antibacterial activity using a modification of the TLC
overlay Bioautography method with 0.3% resazurin. Superior fraction extract was
fractionated by clean-up and characterized by FT-IR and LC-MS/MS. This study
rejuvenating 7 microbes of sediment mangrove. Three isolates fungi Penicillium
sp. A isolate fungi Aspergillus sp. and three isolates unidentified. extract by
21RSM-12 fungi isolate demonstrates bacterial growth inhibition against S.
aureus with inhibition percentage of 70,2%. Extract of n-Hexane fraction and
fourth subfraction from fractionation presence of blue active spots in the TLC
bioautography test. FT-IR analysis showed peptide group with wavenumber 3404
cm?, 1722 cm™, 1641 cm™ and 1056 cm™ which indicated O-H, C=O(ester),
C=0(amide) groups dan C-O bonding. Implementation of SIRIUS in LC-MS/MS
analysis obtained linear lipopentapeptide derivative compound molecular formula
Ca6HgoNgOsS with m/z 905.5952. The impact of this research to provide new
information in the investigation of natural product compound as an one stage of
pharmaceutical drug discovery.

Keywords: Sediment Mangrove, Fungi, Antibacterial, LC-MS/MS, Peptide
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Resistensi antibiotik secara global menjadi salah satu masalah kesehatan yang harus
diatasi, sebanyak 2,8 juta orang setiap tahunnya mengalami infeksi yang diakibatkan
adanya pengaruh resistensi bakteri terhadap antibiotik dan terjadi peningkatan setiap
tahunnya hingga pada tahun 2050 dengan kasus mortalitas melebihi angka kasus
kanker (Salam et al., 2023; CDC, 2022). Laporan data statistik Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) periode pertengahan 2019 hingga tahun 2020 didunia
tercatat sebanyak 279 ribu kasus Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) dan 28 ribu kasus Multidrug-resistant (MDR) yang disebabkan oleh bakteri
Pseudomonas aeruginosa (CDC, 2022). World Health Organization (WHO)
memasukkan kedua bakteri resisten dalam klasifikasi 6 jenis bakteri Kklinis resisten
terhadap antibiotik global dengan istilah ESKAPE yang meliputi Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, dan Enterobacter species. (Oliveira et al., 2020; WHO,
2017).

Penggunaan dosis antibiotik yang tidak tepat menyebabkan beberapa bakteri terutama
bakteri  Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa beradaptasi
memperlemah efektivitas antibiotik tersebut (Rollando, 2019). Salah satu upaya
peneliti dalam menekan efek perubahan aktivitas resistensi dari bakteri, dengan
menemukan senyawa antibiotik baru yang berasal dari eksplorasi mikroba ekosistem
laut, salah satunya fungi yang berasosiasi dengan eksositem mangrove. Fungi yang
berasal dari endofit mangrove menghasilkan senyawa yang berbeda dengan senyawa
bioaktif yang berasosiasi sedimen mangrove. Studi penelitian Yin et al.,(2023)

mengisolasi fungi endofit Trichoderma berasoasi dengan daun inang tumbuhan



mangrove Bruguiera gymnorrhiza. Fungi tersebut menghasilkan senyawa poliketida
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus resisten dan
Pseudomonas aeruginosa. Bahri et al., (2024) melaporkan adanya aktivitas
antibakteri dari ekstrak etil asetat fungi endofit Fusarium equiseti 20CBO7RF,
berasosiasi batang mangrove terhadap inhibisi Pseudomonas aeruginosa resisten.
Beberapa kajian penelitian menunjukkan adanya aktivitas antibakteri fungi endofit
mangrove terhadap bakteri resisten, namun perkembangan penelitian senyawa

bioaktif fungi berasoasi sedimen mangrove terhadap bakteri resisten masih terbatas.

Fungi yang terdapat pada eksosistem mangrove memiliki peran penting dalam
keberlangsungan hidup mikroorganisme, diketahui habitat yang cocok bagi fungi
terdapat pada sedimen mangrove (Vidya et al., 2022). Fungi yang diisolasi dari
sedimen mangrove menghasilkan berbagai senyawa metabolit meliputi poliketida,
alkaloid, terpenoid, steroid, dan polipeptida (Cai et al., 2021) yang memiliki aktivitas
antimikroba, antioksidan serta aktivitas sitotoksik (Gao et al., 2021). Faktor
lingkungan serta nutrisi mempengaruhi fungi dalam menghasilkan senyawa antibiotik
baru, untuk menghasilkan senyawa bioaktif dilakukan pendekatan kultur media padat
yang berbeda berbasis metode SSF (Solid State Fermentation) (Romano et al., 2018).
Salah satu media padat yang akan digunakan adalah produk beras hancur/broken rice
yang berasal dari sisa hasil industri penggilingan padi dipandang tidak ada nilainya
dapat digunakan sebagai media fermentasi fungi SSF (Razak et al., 2019). Penelitian
Song et al., (2021) melaporkan bahwa media beras dapat dijadikan sebagai sumber
media fermentasi bagi fungi.

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini dilakukan untuk memperoleh senyawa
metabolit yang dihasilkan fungi sedimen mangrove pada media kultur beras secara
SSF. Ekstrak fungi akan diuji skrining bioaktivitas serta dikarakterisasi senyawa
yang berpotensi aktif sebagai antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan

Pseudomonas aeruginosa yang resisten.



1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengidentifikasi makro dan mikroskopis isolat fungi yang berasosiasi dengan
sedimen mangrove.

2. Mengetahui bioaktivitas antibakteri dari isolat fungi dalam kultur media beras
menggunakan metode mikrodilusi cair dan bioautografi KLT overlay agar
terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa.

3. Mengidentifikasi senyawa bioaktif dari ekstrak fungi sedimen mangrove
menggunakan Fourier Transform Infared Spectrometry (FT-IR) dan Liquid
Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat yang diperoleh dalam penelitian ini yaitu memberikan informasi adanya
potensi bioaktivitas isolat aktif fungi sedimen mangrove yang berasal dari kawasan
pantai Pesawaran sebagai antibakteri terhadap bakteri klinis Staphylococcus aureus

dan Pseudomonas aeruginosa yang resisten.



1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekosistem Mangrove

Kementerian Lingkungan Hidup dan Kehutanan (2021) melaporkan luas total
mangrove yang terdapat di Indonesia sekitar 3,3 juta hektar. Luasan mangrove yang
berada di pesisir Pulau Sumatera menjadi luasan mangrove terbesar ketiga di
Indonesia dengan persentase 19,7% dari total luas hutan mangrove yang ada. Adapun
luasan hutan mangrove terdapat di Provinsi Lampung sekitar 10.533,676 hektar
(Djamaluddin, 2018). Karakteristik dari hutan mangrove yaitu tumbuh di tanah
berlumpur, berlempung, dan berpasir, serta berinteraksi dengan pasang surutnya air
laut. (Ancheeva et al., 2018), terbentuknya vegetasi mangrove dipengaruhi peran
mikroorganisme dalam menguraikan serasah daun mangrove (Ashari dkk, 2021).
Serasah tanaman dan jasad hewani mengalami proses pembusukan bercampur dengan
sedimen (Daulat et al., 2014). Faktor suhu, pH air, cahaya matahari, salinitas, dan
ketersediaan zat hara serta oksidasi juga mempercepat proses dekomposisi ditambah
peran mikroorganisme dan sedimen dalam mengubah serasah menjadi makronutrisi
seperti nitrogen (N), fosfor (P), dan karbon (C) (Indrawati et al., 2013; Hawari dkk.,
2013).

2.2 Fungi Sedimen Mangrove

Ekosistem hutan mangrove memiliki peran habitat yang kompleks dengan kebutuhan
serta proteksi bagi berbagai mikroorganisme. Persebaran mikroba yang ada sebagian
besar terdapat pada fungi dan bakteri dan beberapa mikroba lainnya seperti alga dan
protozoa (Thatoi et al., 2013). Sebaran spesies fungi laut yang ada didapat 1.857
spesies, 769 genus, 226 famili, 88 ordo, 22 kelas dan 7 filum. 90% keberagaman dari

total spesies fungi endofit laut yang ada, sebagian besar dari kelompok filum fungi



Ascomycota dan Basidiomycota (Goncalves et al.,, 2022). Pada penelitian
(Thamizhmani et al., 2012) berhasil mengisolasi 38 spesies sampel isolat berasal dari
sedimen mangrove di Pesisir Timur India meliputi kelompok genus Penicillium dan
Alternaria (7 spesies), Aspergillus (17 spesies), Cladosporium (9 spesies), Mucor,

Rhizopus,dan Fusarium.

2.3  Senyawa Metabolit Sekunder Peptida Fungi

Peptida adalah salah satu kelompok metabolit sekunder yang terbentuk dari 2-18 jenis
asam amino yang terikat pada suatu ikatan peptida. Senyawa peptida ditemukan pada
isolasi tanaman, spons, alga, serangga, dan sebagian besar mikroorganisme meliputi
bakteri, actinomycetes, dan fungi. Fungi menghasilkan sekitar 293 macam senyawa
peptida telah dilaporkan memiliki berbagai aktivitas sebagai antikanker, antimikroba
dan sebagai antiviral (Wang et al., 2017; Zorzi et al., 2017). Ghoran et al., (2023)
melaporkan beberapa literatur bahwa sekitar 366 senyawa peptida yang dihasilkan
oleh fungi laut dengan karateristik strukturnya yaitu secara linear dan siklik, pada
tahun 1991 hingga pertengahan 2023 diketahui bahwa senyawa peptida berasal dari
fungi laut memiliki aktivitas sebagai antifungi, antiviral, antiinflamasi dengan
persentase sekitar 7%-10%, antibakteri (20%) dan aktivitas sitotoksik sebesar (32%).

Penelitian Bohemen et al., (2021) melaporkan adanya aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dari suatu senyawa peptida linear Pentadekaibin | yang dapat
terlinat pada Gambar 1, senyawa tersebut memiliki susunan 15 jenis residu asam
amino yang dihasilkan oleh fungi Trichoderma sp. berasosiasi dengan sedimen laut,
didukung beberapa literatur bahwa fungi menghasilkan senyawa peptida dengan

bentuk struktur yang khas.
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Gambar 1. Struktur Pentadekaibin (Bohemen et al., 2021).

Studi penelitian Zheng et al., (2009) mengonfirmasi adanya senyawa Sklerotida B
pada Gambar 2. merupakan suatu peptida berbentuk siklik heksapeptida yang
dihasilkan oleh fungi laut Aspergillus sclerotiorum dengan adanya aktivitas antifungi
terhadap fungi patogen Candida albicans, antibakteri terhadap bakteri Gram negatif
Pseudomonas aeruginoa, dan aktivitas sitotoksik.
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Gambar 2. Struktur Sklerotida B (Zheng et al., 2009).

2.4 Kultivasi

Kultivasi menjadi salah satu langkah penting dalam memproses secara biosintesis
suatu isolat mikroba menghasilkan potensial senyawa alami melalui pendekatan
bioteknologi (Sekurova et al., 2019). Faktor pH, suhu, serta daya adaptasi dalam
media yang berbeda suatu mikroba salah satunya fungi mempengaruhi dalam
pertumbuhan sel dan proses sporulasi (Mustafa et al., 2023) dalam absorbsi nutrisi

sehingga mempresentasikan senyawa bioaktif yang unik sebagai pertahanan dirinya.

Kultivasi yang umum dilakukan yaitu metode Solid State Fermentation (SSF).
Metode SSF menggunakan suatu media padat sebagai medium mikroba dengan

tingkat kadar air/kelembaban berkisar 30-85%. Pengaruh kadar air yang cukup sangat



penting dalam fungi mencerna makanan pada media dengan menembus kultur media
melalui miselianya (Srivastava et al., 2019; Balkan and Ertan., 2007). Beberapa
fungi berfilamen dapat beradaptasi media SSF untuk menghasilkan senyawa
antibiotik yaitu Aspergillus, Fusarium, Penicillium, dan Trichoderma (Ramadan et
al., 2024; Hu et al., 2012). Metode kultur secara SSF memiliki keunggulan yaitu
mudah digunakan, murah dengan memanfaatkan limbah sebagai kultur media,
konsumsi energi yang rendah serta tingkat kontaminasi mikroba dari luar yang
minim. (Mattedi et al., 2023; Jiménez et al., 2017). Metode SSF yang umum
digunakan adalah media padat beras. Beras mengandung 75-80% karbohidrat
meliputi glukosa, sukrosa, dekstrin dan pati (amilosa dan amilopektin), 12% air dan
7% protein (Ravikumar et al., 2022). Sumber karbon yang berasal dari karbohidrat
pada beras menjadikan suatu komponen terpenting dalam pembentukan dinding sel

fungi.

25 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu metode separatif serta filtrasi zat senyawa bioaktif dari
mikroba laut dengan menambahkan suatu pelarut dengan perbedaan kepolaran
dengan prinsip like dissolve like pada kedua larutan membentuk dua komponen yang
berbeda. Pelarut semi polar yang umum digunakan salah satunya EtOAc. Pelarut
EtOAc memiliki sifat semi polar yang dapat menarik suatu senyawa sekunder seperti
alkaloid, flavonoid, fenolik, terpenoid, dan steroid yang mempunyai aktivitas sebagai
antibakteri (Kuswandani dkk, 2019). Salah satu metode ekstraksi yang digunakan
dalam mengisolasi senyawa bioaktif pada mikroba maupun bahan alam adalah

metode maserasi.



25.1 Maserasi

Prinsip maserasi dengan memasukkan suatu pelarut tertentu, sehingga mikroba
maupun bahan alam yang akan diekstraksi ke dalam suatu wadah tertutup rapat
dengan temperatur suhu kamar diberi perlakuan kondisi waktu selama 24 jam, agar
senyawa bioaktif yang terdapat pada sel mikroba tertarik secara sempurna pada
pelarut dengan kepolaran larutan yang sama. Adapun metode maserasi memiliki
keunggulan yaitu menghindari terjadinya kerusakan senyawa bioaktif yang bersifat
termolabil (Badaring dkk, 2020).

2.6 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis merupakan salah satu metode pemisahan berbagai komponen
senyawa. Pemisahan kromatografi terjadi dengan menggunakan dua fase. Fase
pertama adalah fase gerak meliputi pelarut satu atau berbagai campuran pelarut
dengan tingkat kepolaran untuk menarik senyawa tertentu sampai batas elusi. Fase
kedua yaitu fase diam yang umum digunakan adalah plat silika sebagai mengikat
berbagai senyawa tertentu dalam proses pemisahan (Oktaviantari dkk, 2019).
Keunggulan dari kromatografi lapis tipis adalah sederhana dalam penggunaan, murah,
dan dapat mendeteksi komponen senyawa, baik dalam sampel murni maupun
campuran. Hal ini ditandai dengan mengamati berbagai perubahan bercak/spot
(Rosamah, 2019),

Hasil yang didapat dari kromatografi lapis tipis berupa bercak (spot) dengan rentang
jarak spot yang berbeda-beda, spot noda yang terpisah dapat dideteksi menggunakan
visualisasi di bawah sinar UV A 254 nm untuk mendeteksi awal keberadaan berbagai
spot komponen senyawa C rangkap konjugasi. Selain itu penambahan pereaksi
identifikasi senyawa spesifik masing-masing noda/spot yang akan dideteksi meliputi
Serium Sulfat, Dragendorff, Ninhidrin, dan Vanilin-Sulfat dalam penelitian ini

sehingga, dapat diperolen dalam menentukan nilai R¢ (factor retention/faktor



perlambatan). Nilai Rf menunjukkan adanya interaksi migrasi antara fase gerak
(eluen) dengan komponen senyawa yang akan diidentikasi dari sampel murni maupun
campuran. Penentuan nilai Rs digunakan sebagai informasi adanya pergerakan suatu
senyawa yang dituju dalam suatu sampel (Rohman, 2020). Rumus perhitungan nilai

R sebagai berikut:

R _ Jarak yang ditempuh solut
f_]arak yang ditempuh fase gerak

2.7 Bakteri

Bakteri merupakan jenis mikroorganisme yang hanya dapat dilihat menggunakan
mikroskop cahaya/elektron, dan bersel tunggal (uniseluler). Bakteri juga termasuk
dalam kelompok besar Prokariota. Struktur penyusun sel bakteri terdiri dari dinding
sel, membran sel, ribosom, sitoplasma, plasmid, dan inti sel (prokariota terdiri atas
benang kromatin DNA dan RNA) (Wahyuni dan Ramadhani, 2020).

Gambar 3. menunjukkan bahwa bakteri terbagi menjadi dua jenis berdasarkan
struktur peptidoglikannya, yaitu bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif.
Bakteri Gram positif memiliki peptidoglikan tebal (ukuran * 80 nanometer) di luar
permukaan membran plasma yang terikat oleh asam lipoteichoic dan asam teikoat,
sedangkan bakteri Gram negatif memiliki peptidoglikan yang tipis dengan ketebalan
sekitar 8 nm diantara membran plasma dan ditutupi oleh lapisan membran
lipoposakarida dengan tebal sekitar 1-3 um dan diantara jalur porin (Babayevska et
al., 2022), jika diuji menggunakan indikator crystal violet pada bakteri Gram positif
akan menimbulkan warna yang sama dengan pereaksi sedangkan pada bakteri Gram
negatif tidak mengalami perubahan warna setelah penambahan crystal violet,
(Wahyuni dan Ramadhani, 2020).
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Gambar 3. Membran Bakteri Gram Positif dan Gram Negatif
(Rohde, 2019).

2.7.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri jenis Gram positif berbentuk bulat dengan
berkoloni membentuk seperti anggur yang dapat dilihat pada Gambar 4. dengan
ukuran diameter berkisar 0.5.-1.5 pm dengan memperoleh energi secara anaerob
fakultatif. Bakteri tersebut dapat tumbuh pada suhu optimal berkisar 18-40°C
(Rasheed et al., 2021). Bakteri S. aureus menimbulkan berbagai penyakit/infeksi
berat seperti pneumonia, meningitis, infeksi saluran kemih, osteomielitis, dan
endokarditis. S. aureus juga merupakan salah satu bakteri penyumbang utama infeksi
nosokomial (Sinarsih dkk, 2021).

Mekanisme bakteri Staphylococcus aureus melakukan mutasi pada Penicillin Binding
Protein (PBP2a) dengan melakukan perubahan jalur porin yang merupakan jalur
masuk keluar dinding sel, sehingga terganggunya jalan molekul antibiotik masuk ke
targetnya sehingga terhambatnya aktivitas PBP (Lowy et al., 2003), ditandai dengan
aktivitas bakteri mengubah struktur situs aktif sehingga efektivitas antibiotik menjadi

berkurang atau hilang, akibat dari resisten ini,
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Gambar 4. Bakteri Staphylococcus aureus (Joshi et al., 2014).

2.7.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri jenis Gram negatif berbentuk coccus
dengan ukuran dengan panjang 1-5um dan lebar 0,5-1,0um. Bakteri tersebut dapat
hidup dan tumbuh dengan baik pada media yang kaya akan sumber karbon pada suhu
37°C dan dapat bertahan pada suhu yang tinggi mencapai suhu 42°C (Diggle and
Whiteley, 2020).
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Gambar 5. Bakteri Pseudomonas aeruginosa (Mahmud et al., 2016).

Bakteri Pseudomonas aeruginosa memiliki kemampuan dalam inaktivasi pengaruh
antibiotik. Enzim B laktamase yang dihasilkan dari bakteri ini berinteraksi secara
gugus fungsi dengan antibiotik mengakibatkan terhidrolisis ikatan amida sehingga

tingkat sensitivitas obat menjadi rendah. (Steinbuch and Friedman, 2016).
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2.8 Metode Uji Antibakteri

Skrining antibakteri bertujuan untuk mengetahui tingkat hambat atau mortalitas
bakteri dari efek senyawa metabolit dari bahan alam maupun yang dihasilkan
mikroba endofit. Metode uji antibakteri menggunakan metode mikrodilusi cair dan
bioautografi menggunakan kromatografi lapis tipis. Metode dilusi merupakan salah
satu metode uji antibakteri berdasarkan penentuan hambat pertumbuhan bakteri pada
media tertentu. Dilusi terbagi menjadi dua yaitu dilusi cair yang telah diberi
antibiotik/sampel yang diuji sedangkan dilusi padat menggunakan media padat yang
diencerkan pada media cair, hasil dilusi cair berupa pengamatan dari
kekeruhan/turbiditas dilusi cair, sedangkan dilusi padat berdasarkan konsentrasi

minimum dalam penghambatan bakteri (Denyer et al., 2011).

Bioautografi Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan salah satu metode uji
aktivitas salah satunya aktivitas antibakteri secara in vitro, dengan cara suatu
biomassa mikroba ditempatkan pada plat KLT kemudian dilakukan elusi. Media
yang terisi bakteri patogen yang akan diujikan, perubahan yang terjadi pada hasil uji
berdasarkan zona hambat atau menambahkan pereaksi untuk mendeteksi ada tidaknya
aktivitas biologis sampel terhadap mikroba yang diujikan dengan menunjukkan
perubahan warna, adapun jenis metode Bioautografi KLT yang digunakan salah
satunya Bioautografi Agar Lapisan (Agar Overlay Bioautography). (Wang et al.,
2021; Dewanjee et al., 2015). Keunggulan metode bioautografi ini adalah tidak
memerlukan pelarut dalam preparasi konsentrasi sampel standar, murah, dan efektif
dalam mendeteksi aktivitas berbagai komponen senyawa baik dalam campuran

maupun murni (Balouiri et al., 2016).

Resazurin adalah suatu pereaksi indikator untuk mendeteksi adanya aktivitas
metabolisme sel. Resazurin digunakan secara umum untuk menentukan kuantitatif

proliferasi toksisitas serta mengkonfirmasi secara kualitatif pertumbuhan sel salah
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satunya (bakteri) dengan memanfaatkan sifat reduksi oksidasi. Gambar 6.
menunjukkan bahwa adanya sel mikroba (bakteri) melakukan metabolisme dalam

mereduksi resazurin (biru) menjadi resorufin (merah muda) (Kim and Jang, 2018).

T@
N® Sel Bakteri N
_—
HO (o] (o) HO (o} [0}
resazurin resorufin

Gambar 6. Metabolisme sel bakteri dalam mereduksi resazurin menjadi resorufin.
(Silva et al., 2016)

2.9  Karakterisasi Senyawa

Adapun karakterisasi senyawa yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan
Fourier Transform Infared Spectroscopy (FTIR), dan Liquid Chromatography Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry (LCMS-MS).

2.9.1 Fourier Transform Infared Spectroscopy (FT-IR)

Spektrofometri inframerah adalah instrumen analisis untuk mengetahui gugus fungsi
spesifik berdasarkan interaksi molekul-molekul senyawa dengan serapan radiasi
inframerah  dengan panjang gelombang tertentu, berkisar 400-4000 cm™
menghasilkan Karateristik vibrasi-vibrasi yang diserap berupa vibrasi renggang
(stretching) dan tekuk (bending), dari hasil molekul vibrasi tersebut mengalami
eksitasi dan dikonversi menjadi serapan pita oleh detektor dengan persentase
transmittan (%T) dan bilangan gelombang (.cm™ ) (Atkins et al., 2013), berdasarkan
area panjang gelombang vibrasi terbagi menjadi dua bagian, pada bilangan
gelombang antara 400-1500 cm™ merupakan area sidik jari/fingerprint yang

menunjukkan adanya informasi spesifik, dari pengaruh overlapping antar vibrasi
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sedangkan pada sekitar bilangan gelombang 1500-4000 cm™ merupakan area gugus
fungsi spektrum IR yang umum teridentifikasi berbagai gugus fungsi seperti ikatan -
OH (hidroksil), -NH; (amina), C=0 (karbonil), C-H, hidrokarbon alkana, alkena,
maupun beberapa alkuna dan sebagainya (Jung et al., 2023; Nandiyanto dkk., 2019)

Studi penelitian Gupta et al., (2021) diperoleh suatu analisis FT-IR senyawa aktif
antibakteri peptida yang dihasilkan dari ekstrak cyanobacteria laut dengan adanya
variasi vibrasi ulur dengan bilangan gelombang tertentu di 3545, 3250, 2895, 1745,
1550, dan 1195 cm™ yang terkarakterisasi adanya gugus fungsi meliputi ikatan
hidroksil O-H stretching, ikatan amina N-H, ikatan C-H, ikatan karbonil (C=0), C=C

(cincin aromatic) stretching, dan ikatan C-N.

2.9.3 Liquid Chromatography Mass Spectrometry-Mass Spectrometry
(LC-MS/MS)

LC-MS/MS merupakan salah satu instrumen analisis yang umum digunakan dalam
mengidentifikasi struktur senyawa baik secara metabolomik, lipidomik, maupun
proteomic. Terdapat dua tahap pemisahan, yaitu sampel pemisahan secara
kromatografi menggunakan fase gerak dan fase diam tertentu melalui kolom
kromatografi, kemudian dilanjut dengan fragmentasi berbagai molekul menjadi
molekul ion muatan massa (m/z). Hasil fragmentasi massa direkam oleh detektor dan
diubah menjadi berbagai spektra massa dengan terbagi puncak ion inti (parent ion)

dan puncak ion pecahan (daughter ion) (Thomas et al., 2022).

Penelitian Jiang et al., (2021) melaporkan ditemukan pola fragmentasi struktur
senyawa antibakteri suatu peptida yang dihasilkan olenh mikroba laut secara LC-
MS/MS. Gambar 7 (a) menunjukkan bahwa adanya berbagai pola fragmentasi

secara de novo dalam memprediksi suatu pola fragmentasi asam amino pada hasil
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spektra massa. Spektra massa tersajikan adanya senyawa peptida dengan mode
ionisasi [M+H]" pada 743.42 m/z, ditandai adanya berbagai fragmen-fragmen residu
asam amino meliputi prolin (Pro), fenilalanin (Phe), ileusin (lle), dan beberapa
senyawa biosintesis asam amino lainya seperti N-Metil-Phe, dan asam piperazat
(Piz). Masing-masing fragmen yang ada dikelompokkan berdasarkan warna
pemutusannya, pada garis putus merah menggambarkan adanya kumpulan fragmen
ion pertama dan garis biru merupakan hasil fragmen ion dari pemutusan fragmen
lainnya, dikonfirmasi kemungkinan fragmentasi struktur senyawa terlihat pada
Gambar 7 (b).
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Gambar 7. Fragmentasi Senyawa Peptida Siklik, (a) Pola Fragmentasi Asam

Amino secara De-Novo (b) Prediksi Struktur Peptida (Jiang et al., 2021).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian telah dilakukan pada bulan Agustus 2022 sampai Desember 2023 di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT-LTSIT)
Universitas Lampung meliputi preparasi sampel dan pengujian antibakteri. Analisis
instrumen Fourier Transform Infared Spectrometer (FT-IR) dilakukan di Institut
Teknologi Bandung (ITB). Analisis instrumen Liquid Chromatography Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik Bogor.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi labu Erlenmeyer berbagai
ukuran, gelas piala, gelas ukur, pipet tetes, kaca preparat, kaca coverslip, cawan petri
(kaca dan plastik), corong pisah, batang pengaduk, pinset, jarum ose loop, spatula,
bunsen, korek api, botol vial, spidol, botol kaca berbagai ukuran, botol semprot,
gunting, kasa, alumunium foil, plastik wrap, plastik tahan panas, microplate 96 well
(IWAKI), mikropipet (200 dan 1000 pL), keranjang, tip mikropipet, wadah tip, lidi,
labu evaporator berbagai ukuran, mikrotube Eppendorff, wadah mikrotube, container
box plastic, chamber berbagai ukuran, pipa kapiler, KLT Plat Alumunium Silica gel
KLT 60 gz54 nm, silika gel 60 54, dryer, blender, hot plate, autoclave (Tomy SX-
700), neraca analitik (Wigen Houser dan KERN 440-47N), Laminar Air Flow
(ESCO/AVC4AL), oven (Jisico), rotary evaporator (Buchii/R210), Mikroskop (Axio
Zeiss Al), mikroplate reader (Hospitex diagnostics plate reader), lampu UV A 254
dan A 366 nm (Kohler/SN402006), dan inkubator (Memmert-Germany/INC-02).
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Bahan-bahan yang digunakan yaitu, bakteri klinis resisten (Staphylococcus aureus
dan Pseudomonas aeruginosa), tisu, kapas, kasa, , cotton bud, akuades, alkohol 70%,
larutan natrium hipoklorit 5,25%, plain agar, kentang, D-glucose, air laut buatan,
media beras, Tryptic Soy Broth (Merck), spirtus, MeOH PA, EtOAc PA , n-Heksana
PA DCM PA, pereaksi visualisasi KLT meliputi (Ce(SO,),), Dragendorff, Vanilin-
Sulfat, Ninhidrin, methylene blue, resazurin, dan antibiotik (ciprofloxacin dan

kloramfenikol).

3.3 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian ini melakukan beberapa mekanisme yang dapat dilihat pada

Lampiran 1.
3.3.1 Pembuatan Media PDA dan PDB

Metode pembuatan media Potato Dextrose Agar merujuk pada penelitian (Gao et al.,
2021). Kentang dicuci, dikupas, dan dipotong dadu kecil, kemudian ditambahkan
dengan air laut steril yang terstandarisasi dengan salinitas 30 ppt, perbandingan
kentang dan air laut yang digunakan (1:5). Kentang direbus hingga air berubah agak
keruh dan berbuih menunjukkan ekstrak pati kentang keluar. Ekstrak cair kentang
disaring, dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer kemudian ditambahkan 2% agar dan
2% D-glukosa. Pembuatan media PDB dilakukan ekstrak cair kentang ditambahkan
2% D-glukosa tanpa penambahan agar, Media PDA dan PDB disterilisasi
menggunakan autoclave pada suhu 121°C selama 20 menit. Media PDA dan media

PDB selanjutnya disimpan kedalam oven.
3.3.2 Biomaterial dan Identifikasi Mikroskopis Isolat
Penelitian ini digunakan 7 isolat fungi yang diperoleh dari deposit UPT-LTSIT.

Fungi tersebut telah diisolasi dari sampel sedimen mangrove di dua tempat, yaitu di
Pantai Dewi Mandapa dengan titik koordinat -5.570759°LS 105.240765°BT dan
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kawasan wisata mangrove Desa Gebang, Pesawaran, Lampung dengan titik koordinat
-5.571883°LS 105.243494°BT.

Isolat fungi sedimen mangrove diidentifikasi morfologinya menggunakan metode
slide culture merujuk pada penelitian (Gebreyohannes et al., 2013). Cover-glass
berukuran 22x22 mm direndamkan kedalam alkohol lalu dikeringkan diatas bunsen
menyala sambil digoyangkan kanan ke kiri. Cover-glass ditancapkan pada media
nutrient agar steril dengan sudut 45°. Fungi diambil menggunakan jarum ose dan
digoreskan strain fungi pada salah satu sisi cover-glass secara perlahan, lalu
diinkubasi selama 3-5 hari, setelah 5 hari cover-glass dilepas secara perlahan dan
diletakkan kaca preparat tepat di area tengah yang telah ditambahkan methylene blue,
selanjutnya dilakukan pengamatan di bawah mikroskop dengan perbesaran lensa
100x dan 400x.

3.3.3 Peremajaan Isolat

Media Potato Dextrose Agar steril dituangkan ke dalam cawan petri di ruangan
aseptis, kemudian dilakukan sterilisasi UV pada Laminar Air Flow hingga agar
memadat, media agar padat selanjutnya isolat diremajakan pada media menggunakan
metode streak plate, setelah itu cawan petri dirapatkan menggunakan plastic wrap

dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruangan.

3.34 Kultivasi

Strain isolat fungi dilakukan inokulasi dengan memindahkan fungi dari media agar ke
dalam 20 mL media kaldu PDB menggunakan ose sebanyak 1 kali, selanjutnya
diinkubasi selama 7 hari. Metode kultivasi di media beras mengacu pada penelitian
(Wang et al., 2022) dimodifikasi. 100 gram beras dibersihkan dari kotoran dan
ditambahkan air laut buatan ke dalam botol kultur 1 L dengan perbandingan beras dan

air laut (1:1,5). Media beras diautoklaf selama 20 menit pada suhu 121°C hingga
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media beras mengembang. Inokulum strain fungi dalam media PDB ditumbuhkan ke

dalam media beras dan diinkubasi selama 14 hari dalam kondisi statik.

3.3.5  Ekstraksi dan Analisis KLT Ekstrak EtOAc Isolat Fungi

Fungi yang telah dikultivasi selama 14 hari di media beras, selanjutnya dimaserasi
mengacu pada penelitian (Handayani et al., 2017) dengan beberapa modifikasi
perbandingan antara pelarut EtOAc dan media kultur (2,5:2) sebanyak 2 Kali,
selanjutnya filtrat yang diperoleh akan diuapkan menggunakan rotary evaporator
bertekanan 95 mbar pada suhu 40°C hingga diperoleh ekstrak kasar. Masing-masing
ekstrak kasar ditimbang untuk mengetahui biomassa ekstrak fungi pasca kultivasi,
selanjutnya dilakukan monitoring berbagai komponen senyawa yang terkandung
dalam ekstrak menggunakan KLT wuntuk menentukan kepolaran tersebut

menggunakan eluen n-heksana dan EtOAc dengan variasi tertentu.

3.3.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji skrining bioaktivitas antibakteri, dilakukan preparasi dengan melakukan sterilisasi
alat dan media. Pembuatan larutan stok dilakukan masing-masing ekstrak kasar
EtOAc dan antibiotik (ciprofloxacin dan chloramphenicol) distandarisasi konsentrasi
menjadi 2000 ppm (2 mg/mL) yang telah dilarutkan dengan MeOH 12,5% yang akan
diuji terhadap bakteri patogen menggunakan metode mikrodilusi cair merujuk pada
(Elsikh et al, 2016) dengan beberapa modifikasi. Pengujian bioaktivitas pada strain
bakteri klinis resisten yang akan digunakan adalah Staphylococcus aureus dan
Pseudomonas aeruginosa. Isolat bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas
aeruginosa diperoleh dari deposit yang tersedia di UPT-LTSIT Universitas Lampung
yang diisolasi dari Rumah Sakit Abdul Muluk, Bandar Lampung.
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Strain bakteri patogen resisten diinkubasi dalam media Tryphtic Soy Agar (TSA)
selama 18 jam bersuhu 37°C kemudian dikultur dalam medium inokulum Tryphtic
Soy Broth (TSB) dalam akuades steril dengan tingkat kekeruhan/turbiditasnya sesuai
dengan standar Mc Farland (0,08-0,1). Bakteri yang telah diukur sesuai standar Mc

Farland dilakukan pengenceran 1:100 dalam media cair TSB.

Metode mikrodilusi cair dilakukan menggunakan microplate 96-well. Masing-
masing ekstrak yang terstandarisasi dimasukkan ke dalam tiga sumuran dimulai pada
blanko diisi 195 pL media TSB yang ditambahkan 25 pL inokulum bakteri, kontrol
positif berisi 145 pL media TSB, 50 pL antibiotik 2000 ppm (kloramfenikol untuk uji
Staphylococcus aureus dan ciprofloxacin untuk Pseudomonas aeruginosa), dan 25
pL inokulum bakteri. Kontrol negatif berisi 145 pL media TSB, 50 uL MeOH PA
12,5%, dan 25 pL inokulum bakteri. Kontrol media ditambahkan 220 pL media
TSB. Sampel ekstrak yang akan diuji yang digunakan berisi 145 pL media TSB, 50
puL ekstrak EtOAc sampel fungi (2000 ppm), dan 25 pL inokulum bakteri,
selanjutnya diinkubasi selama 18 jam pada suhu 37°C. Hasil pengujian diamati
berdasarkan hambat pertumbuhan bakteri dengan mengukur absorbansi nilai A ODggo

nm menggunakan microplate reader.

Metode Bioautografi KLT Overlay Agar mengacu pada penelitian (Lo et al., 2022)
dengan beberapa modifikasi perlakuan dan penambahan resazurin sebagai indikator
pertumbuhan bakteri, sampel ekstrak ditempatkan pada plat KLT silika sebagai fase
diam menggunakan pipa kapiler, kemudian dilakukan elusi dengan pelarut dan
perbandingan eluen tertentu hingga batas eluen. Plat KLT yang berisi sampel yang
terelusi diletakkan pada cawan petri steril, 10 mL media Mueller Hinton Agar yang
telah ditambahkan 100 uL inokulum cair Mueller Hinton Broth yang telah
ditambahkan bakteri resisten yang telah diinkubasi selama 2 jam dituang ke dalam
cawan petri yang berisi noda sampel pada plat KLT, didiamkan selama 5 menit
hingga agar mengeras, kemudian cawan dirapatkan menggunakan plastic wrap dan

dipindahkan ke dalam kulkas selama 1 jam untuk mempemudah sampel menyerap
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pada permukaan media agar, setelah pendinginan selama 1 jam, dilakukan inkubasi
selama 18 jam pada suhu 37°C, setelah inkubasi 18 jam, media ditambahkan 3 mL
resazurin 0,3%, lalu didiamkan dan diratakan selama 5-10 menit hingga tidak adanya

perubahan warna dari warna biru menjadi merah muda spot aktif antibakteri.

3.3.7 Produksi dan Pemisahan Ekstrak EtOAc Fungi (Scale Up)
3.3.7.1 Kultivasi dan Ekstraksi Skala Besar Ekstrak Fungi Unggul

Strain fungi unggul dari hasil skrining antibakteri terhadap kedua bakteri resisten
Klinis tersebut, dilakukan kultivasi media padat skala yang lebih banyak
menggunakan media beras padat dengan air laut steril. Proses kultivasi skala besar
mengacu pada penelitian (Wang et al., 2023) dilakukan menggunakan 15 botol amber
berukuran 2,5 L dengan tiap botol perbandingan media beras dan air laut steril
(1:1,5). Inokulum fungi yang telah diinkubasi 7 hari selanjutnya ditumbuhkan pada
media kultivasi beras padat selama 14 hari. Setelah 14 hari inkubasi dilakukan,
kultur fungi ditambahkan pelarut EtOAc sebanyak 2 x 700 mL untuk menghentikan
fase pertumbuhan sel dan melarutkan senyawa metabolit terkandungnya. Filtrat
dipekatkan dan diperoleh ekstrak pekat yang akan dilakukan pengujian dan

pemurnian senyawa lebih lanjut.

3.3.7.2 Pemisahan Ekstrak EtOAc Fungi (Scale up)

Ekstrak pekat fungi dilakukan partisi senyawa berdasarkan perbedaan dan distribusi
kepolaran senyawa menggunakan dua pelarut MeOH dan n-Heksana dengan
perbandingan (1:1). Partisi dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan, lalu kedua fraksi
MeOH dan n-Heksana dipekatkan menggunakan rotary evaporator. Kedua ekstrak
pekat hasil partisi MeOH dan n-Heksana dilakukan uji pendahuluan senyawa dan
aktivitasnya menggunakan kromatografi lapis tipis. Ekstrak pekat hasil partisi
terpilih dilakukan clean-up atau pemisahan senyawa menggunakan kolom. Pada

penelitian ini silika digunakan sebagai fase diam dan fase gerak yang digunakan
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berupa variasi kepolaran yang berbeda berdasarkan visualisasi spot aktif dari
kromatografi lapis tipis.

Metode fraksinasi kolom secara clean-up dilakukan dengan memasukkan silika ke
dalam kaca kolom, kemudian fasa gerak non polar ditambahkan ke dalamnya,
selanjutnya sampel yang telah dilarutkan dalam pelarut non polar dan dialirkan
sedikit demi sedikit ke dalam kolom kaca yg terisi silika dan pelarut, pelarut fase
gerak dengan pelarut kepolaran tertentu ditambahkan hingga terjadi pemisahan noda
warna dan senyawa hasil fraksinasi ditampung dalam botol vial. Berbagai fraksi
senyawa dilakukan analisis kromatografi lapis tipis, visualisasi menggunakan sinar

UV2s4 dan penambahan pereaksi spesifik.

3.3.8 Karakterisasi Senyawa Aktif

Karakterisasi fraksi aktif isolat fungi dilakukan menggunakan beberapa instrumen
meliputi Fourier Transform Infared (FTIR) dan LC-MS/MS. Analisis instrumen LC-
MS/MS menggunakan kolom ACQUITY UPLC HSS Cyg (1,8 um x 2,1 x 100 mm
(Waters) dan Xevo G2-S Q-ToF Mass Spectro (Waters).

Analisis struktur dari hasil LC-MS/MS secara komputasi mengacu pada penelitian
(Schinagl et al., 2023; Hamed et al., 2023) dengan beberapa modifikasi. Analisis ini
dilakukan menggunakan software SIRIUS 5.8.6 untuk mengetahui kecocokan pola
fingerprint ion berupa fragmentation trees berdasarkan web database senyawa.
Mula mula data file .raw yang berasal dari hasil analisis LC-MS-MS dikonversi
menjadi format file .mzXML menggunakan aplikasi MSConvert ProteoWizard 3.0,
selanjutnya data dideteksi massa spektranya dan dilakukan konversi dalam format
data mgf (Mascot Generic Format) menggunakan software Mzmine 2.53. Data yang
terkonversi dianalisis menggunakan software SIRIUS 5.8.6 meliputi beberapa tahap
(pendaftaran akun, setting prekursor dan ionisasi [M+H]" serta melakukan scanning

komputasi beberapa senyawa untuk mendapatkan pola fragmen ion unik).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, didapat kesimpulan sebagai
berikut:

1.

4.

7 lIsolat fungi sedimen mangrove dengan kode, 21RSM-08, 21RSM- 09, dan
21RSM-12 dicirikan sebagai fungi dalam genus Penicillium sp. 21RSM-10,
diasumsikan fungi dari genus Aspergillus sp., sedangkan isolat dengan kode
21RSM-06, 21RSM-07 dan 21RSM-11 belum teridentifikasi.

Hasil uji antibakteri ekstrak 21RSM-12 dari media beras dengan kode 21RSM-10
dan 21RSM-12 menunjukkan persentase inhibisi pertumbuhan 70,2% terhadap
bakteri S. aureus dikonfirmasi pada uji bioautografi KLT pada fraksi aktif
21RSM12 ditandai perubahan spot berwarna biru.

Karakterisasi FT-IR menandakan serapan ikatan O-H pada bilangan gelombang
3404 cm™, bilangan gelombang 1722 dan 1641 cm™ terindikasi serapan ikatan
karbonil jenis amida, serta adanya serapan kuat ikatan C-O pada bilangan
gelombang 1056 cm™

Analisis LC-MS/MS didapat senyawa turunan lipopentapeptida linear
Stearoyl(Cig)-Met-Gly-Tyr-GIn-Lys-NHMe dengan formula molekul
Cs3HgaN7013S dan m/z 905,5952.
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5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang dipaparkan, saran yang diberikan untuk penelitian

selanjutnya sebagai berikut:

1. Eksplorasi lebih lanjut aktivitas antibiofilm isolat 21RSM-12 serta pendekatan
aktivitas antibakteri secara in silico molecular docking terhadap target protein
bakteri resisten klinis S. aureus.

2. Pemurnian senyawa lebih lanjut pada ekstrak fungi terunggul, untuk
dikarakterisasi menggunakan instrumen LC-HRMS/MS, diaplikasikan dengan
pendekatan metode Molecular networking sebagai pencarian struktur senyawa
antibiotik baru sebelum dilakukan karakterisasi NMR.

3. Perlakuan karakterisasi menggunakan instrumen NMR sebagai pencarian spesifik
struktur senyawa antibiotik.

4. Perlunya analisis jalur biosintesis senyawa dari isolat 21RSM-12, untuk
mengkaji lebih lanjut proses pembentukan senyawa metabolit sekunder sehingga
potensinya digunakan dalam pengembangan farmasi obat bahan alam.

5. Perlunya identifikasi secara filogenetik, dan kajian lebih lanjut toksisitas serta
aktivitas antikanker sebagai salah satu informasi lead compound antibiotik

ataupun anticancer drug dalam dunia farmasi.
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