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Aktinomisetes merupakan kelompok bakteri yang dikenal sebagai penghasil 
berbagai senyawa bioaktif. Namun, eksplorasi yang berkelanjutan terhadap 
aktinomisetes menyebabkan tingginya tingkat dereplikasi sehingga menurunkan 
peluang penemuan senyawa baru. Penelitian bertujuan untuk melakukan profil 
senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh aktinomisetes 18A13O1 melalui kokultivasi 
pada media ampas tebu dan untuk mengevaluasi potensi aktivitas antibakterinya 
terhadap bakteri yang resistan. Isolat 18A13O1 diaklimatisasi pada media ampas 
tebu dan diidentifikasi secara makroskopik dan mikroskopik untuk menunjukkan 
pertumbuhan optimal dan ciri khas aktinomisetes. Selanjutnya, isolat dikokultivasi 
pada media padat ampas tebu menggunakan metode Solid-State Fermentation 
(SSF) selama 14 hari. Biomassa yang dihasilkan diekstraksi menggunakan pelarut 
Dichloromethane (DCM) : metanol kemudian dianalisis menggunakan 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan diuji aktivitas antibakterinya melalui metode 
mikrodilusi. Ekstrak aktif dengan konsentrasi 2 mg/mL selanjutnya dianalisis 
menggunakan teknik LC-MS/MS untuk identifikasi senyawa. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa ekstrak dari kokultivasi 18A13O1 memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan diperoleh profil senyawa 
yang berperan dalam aktivitas antibakteri yaitu senyawa spinganine dengan berat 
molekul 302.3062 m/z yang terdeteksi pada waktu retensi 12.89 menit. Temuan ini 
menunjukkan potensi penggunaan media ampas tebu dan pendekatan kokultivasi 
dalam menginduksi produksi senyawa antibakteri baru dari aktinomisetes. 
Penelitian ini masih memiliki keterbatasan dalam konfirmasi struktur senyawa, 
sehingga disarankan dilakukan isolasi senyawa murni serta analisis lanjutan 
menggunakan NMR, IR, dan data MS/MS yang lebih lengkap guna meningkatkan 
akurasi identifikasi. 
 
Kata kunci: aktinomisetes, ampas tebu, antibakteri, kokultivasi, KLT, LC-MS/MS, 
mikrodilusi, Pseudomonas aeruginosa



 
 

 
 
 

ABSTRACT 

 

PROFILING BIOACTIVE COMPOUNDS OF ACTINOMYCETES 
18A13O1 FROM COCULTIVATION OF BAGASSE MEDIA AS 

RESISTANT ANTIBACTERIALS 
 

By 

 

RISKA SETYA DHARMAYANTI 

 
 
                                                                                                                                                                                                                                                        
Actinomycetes is a group of bacteria known to produce various bioactive 
compounds. However, continuous exploration of actinomycetes leads to a high rate 
of dereplication, thus reducing the chances of discovering new compounds. The 
study aimed to profile bioactive compounds produced by actinomycetes 18A13O1 
through cocultivation on bagasse media and to evaluate its potential antibacterial 
activity against resistant bacteria. Isolate 18A13O1 was acclimatized on bagasse 
media and identified macroscopically and microscopically to show optimal growth 
and characteristic features of actinomycetes. Next, the isolate was cocultivated on 
bagasse solid media using the Solid-State Fermentation (SSF) method for 14 days. 
The resulting biomass was extracted using Dichloromethane (DCM) : methanol 
solvent then analyzed using Thin Layer Chromatography (KLT) and tested for 
antibacterial activity through microdilution method. The active extract with a 
concentration of 2 mg/mL was then analyzed using LC-MS/MS technique for 
compound identification. The results showed that the extract from 18A13O1 
cocultivation has antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa bacteria 
and obtained a compound profile that plays a role in antibacterial activity, namely 
spinganine compounds with a molecular weight of 302.3062 m/z detected at a 
retention time of 12.89 minutes. This finding shows the potential of using bagasse 
media and cocultivation approach in inducing the production of new antibacterial 
compounds from actinomycetes. This study still has limitations in confirming the 
structure of the compound, so it is recommended that pure compound isolation be 
carried out as well as further analysis using more complete NMR, IR, and MS/MS 
data to improve identification accuracy. 

 
Keywords: actinomycetes, bagasse, antibacterial, cocultivation, KLT, LC-
MS/MS, microdilution, Pseudomonas aeruginosa
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I. PENDAHULUAN 
 
 
 
1.1 Latar Belakang 
 
Aktinomisetes termasuk dalam kelompok bakteri Gram-positif yang berperan 

sebagai penghasil senyawa bioaktif. Dari sekitar 23.000 senyawa bioaktif yang 

telah dihasilkan oleh mikroorganisme, lebih dari 10.000 berasal dari 

aktinomisetes. Di antara kelompok ini, anggota genus Streptomyces memproduksi 

sekitar 7.600 senyawa bioaktif ( (Fauziah dkk., 2022). Selain itu, aktinomisetes 

dapat menghasilkan berbagai jenis antibiotik termasuk epoksida, makrolida, β-

laktam, peptida, amino-kumarin, aminoglikosida, ansamisin, lincosamid, dan 

tetrasiklin (Khalid et al., 2021). Namun, eksplorasi yang berkelanjutan terhadap 

aktinomisetes tanah mengakibatkan banyak senyawa yang dihasilkan memiliki 

struktur serupa sehingga potensi penemuan senyawa baru menjadi menurun 

karena tingginya tingkat dereplikasi. Akibatnya pengembangan kandidat senyawa 

bioaktif baru dari sumber konvensional mengalami stagnasi serta dapat 

memperlambat inovasi di bidang farmasi dan kesehatan. Untuk mengatasi 

masalah ini para peneliti mulai mengalihkan eksplorasi ke lingkungan ekstrem 

seperti laut serta menggunakan metode kultur inovatif seperti kokultivasi dengan 

pendekatan teknik One Strain-Many Compounds (OSMAC). Metode ini 

dilakukan dengan menambahkan dua mikroorganisme sekaligus dalam satu kultur 

untuk merangsang produksi senyawa aktif yang belum tereksplorasi. Kokultivasi 

memungkinkan interaksi antar-mikroorganisme yang dapat mengaktifkan silent 

biosynthetic gene clusters (SBGCs) yang berpotensi meningkatkan produksi 

senyawa bioaktif (Kim et al., 2021). 

 

Beberapa penelitian telah melaporkan keberhasilan dari kokultivasi aktinomisetes 

dalam menghasilkan metabolit sekunder baru terutama ketika menggunakan 

pendekatan fermentasi padat seperti Solid-State Fermentation (SSF) yang 

menyediakan kondisi alami yang mirip dengan habitat mikroba. SSF dapat 
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mengubah limbah agroindustri menjadi produk bernilai tambah seperti senyawa 

bioaktif. Dengan menggunakan substrat bernilai ekonomis rendah, SSF 

memungkinkan aktinomisetes tumbuh dalam kondisi minim air atau tanpa air 

(Chillakamarry et al., 2022). SSF telah banyak digunakan dalam produksi 

senyawa bioaktif dari aktinomisetes laut. Beberapa penelitian sebelumnya 

menunjukkan bahwa penggunaan media fermentasi seperti pada media beras 

(Elawady et al., 2024) atau cangkang udang (Laila et al., 2023) dapat mendorong 

aktinomisetes untuk menghasilkan senyawa aktif dengan potensi biologis yang 

besar. Berbeda dengan sebelumnya, media fermentasi yang digunakan pada 

penelitian ini berasal dari limbah ampas tebu karena ketersediaannya sebagai 

limbah agroindustri dan kandungan nutrisinya yang mendukung pertumbuhan 

aktinomisetes. Ampas tebu juga mengandung selulosa yang dapat didegradasi 

oleh enzim selulase yang dihasilkan aktinomisetes sehingga dapat meningkatkan 

produksi metabolit sekunder (Bhardwaj et al., 2021). 

 

Aktinomisetes laut menjadi target utama penelitian dalam menghasilkan senyawa 

bioaktif yang unik. Strain aktinomisetes laut 18A13O1 telah terbukti 

menunjukkan potensi dalam menghasilkan senyawa antibakteri dan memiliki 

kemampuan beradaptasi pada media fermentasi berbahan alami. Senyawa bioaktif 

dari aktinomisetes ini diperoleh melalui kokultivasi menggunakan metode Solid-

State Fermentation (SSF) dengan memanfaatkan limbah ampas tebu sebagai 

media fermentasi. Metode kokultivasi dengan bakteri Pseudomonas aeruginosa 

dan Staphylococcus aureus dilakukan untuk meningkatkan produksi metabolit 

sekundernya (Kim et al., 2021). Biomassa hasil proses fermentasi diekstraksi 

menggunakan campuran pelarut diklorometana (DCM) dan metanol. Ekstrak yang 

diperoleh kemudian dipartisi untuk memisahkan fraksi berdasarkan polaritasnya. 

Komponen senyawa dalam masing-masing fraksi diuji dengan kromatografi lapis 

tipis (KLT) menggunakan metode deteksi sinar ultraviolet (UV) dan reagen kimia 

untuk mengidentifikasi keberadaan golongan senyawa bioaktif (Kamar et al., 

2021). Fraksi kemudian diuji menggunakan metode mikrodilusi untuk 

menentukan potensi penghambatan terhadap bakteri uji. Senyawa yang terdeteksi 

aktif pada uji mikrodilusi dianalisis lebih lanjut menggunakan Liquid 
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Chromatography-Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) untuk 

memperoleh informasi kuantitatif serta struktur molekul senyawa yang berpotensi 

sebagai antibakteri (Muadifah et al., 2024).  

 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam eksplorasi senyawa 

antibakteri baru dari aktinomisetes laut strain 18A13O1 yang difermentasi 

menggunakan media ampas tebu dan dikembangkan sebagai antibakteri terhadap 

bakteri resisten. Dengan demikian, penelitian ini dapat memberikan wawasan baru 

dalam pengembangan sumber antibiotik alami serta potensi pemanfaatan limbah 

agroindustri untuk produksi senyawa bioaktif. 

 
1.2 Tujuan Penelitian 
 
Tujuan dari penelitian ini adalah : 

1. Menguji aktivitas antibakteri dari isolat aktinomisetes 18A13O1 hasil 

kokultivasi pada media padat ampas tebu terhadap bakteri patogen. 

2. Mengkarakterisasi senyawa bioaktif  isolat aktinomisetes 18A13O1  

3. Memperoleh profil senyawa bioaktif dari aktinomisetes yang berpotensi 

memiliki aktivitas antibakteri. 

 
1.3 Manfaat Penelitian 
 
Penelitian ini diharapkan memberikan informasi baru mengenai potensi senyawa 

bioaktif yang dihasilkan oleh aktinomisetes sebagai agen antibakteri. Selain itu, 

penelitian ini juga diharapkan dapat menjadi dasar ilmiah untuk pengembangan 

lebih lanjut dalam industri bioteknologi khususnya dalam upaya pengembangan 

produk antibakteri yang ramah lingkungan dan efektif. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 

II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
 
2.1 Aktinomisetes 
 
Aktinomisetes adalah mikroorganisme yang termasuk dalam ordo 

Actinomycetales dan filumnya adalah Actinobacteria yang merupakan salah satu 

unit taksonomi terbesar di wilayah bakteri. Filum terdiri dari bakteri gram-positif 

dengan kandungan tinggi sitosin guanine (G + C) dalam DNA-nya dengan 51% di 

beberapa Corynebacteria hingga lebih dari 70% di Streptomyces dan Frankia. 

Pengecualiannya adalah genom obligat Tropheryma whipplei dimana kandungan 

G + C kurang dari 50%. Filum ini juga beradaptasi dengan berbagai lingkungan 

seperti tanah, air (bahkan asin) dan udara. Meskipun demikian, bagian dominan 

dari organisme ini lebih disukai dan ditemukan di tanah alkali dengan jumlah 

besar bahan organik (Simeis and Serra, 2021). Secara taksonomi, aktinomisetes 

termasuk dalam Domain Bacteria, Filum Actinobacteria, Kelas Actinobacteria, 

dan Ordo Actinomycetales yang terdiri dari berbagai famili dengan metabolit 

sekunder yang berpotensi tinggi seperti Streptomycetaceae, Pseudonocardiaceae, 

Micromonosporaceae, dan lainnya. Salah satu genus utama di antaranya adalah 

Pseudonocardia, yang digunakan dalam penelitian ini. Klasifikasi taksonomi 

Pseudonocardia carboxydivorans sebagai model aktinomisetes yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

Domain : Bacteria 

Pylum : Actinobacteria 

Class : Actinobacteria 

Order : Actinomycetales 

Family : Pseudonocardiaceae 

Genus : Pseudonocardia (Butdee et al., 2025)  

 

Aktinomisetes adalah sekelompok bakteri gram-positif yang memiliki morfologi 

khas yang mirip dengan jamur yang membentuk struktur filamen atau seperti 
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benang.  Koloni yang terbentuk pada aktinomisetes umumnya padat, kering, 

bertekstur kasar atau berkerut dan dapat menampilkan permukaan yang 

menyerupai miselium. Hifa yang dihasilkan dapat tumbuh menembus media (hifa 

substrat) dan menjulang diatas permukaan media (hifa aerial) serta sering kali 

menghasilkan spora kecil untuk mempertahankan diri. Spora aktinomisetes 

memiliki warna yang bervariasi seperti putih, abu-abu, merah muda, biru 

kehijauan, hingga cokelat tergantung pada spesiesnya. Selain itu, beberapa 

aktinomisetes dapat menghasilkan pigmen berwarna pada koloni maupun pada 

media sekitarnya (Coral et al., 2022). 

 

 

 

Gambar 1. Morfologi struktur reproduksi, bentuk dan permukaan spora pada 

aktinomisetes. (A) Bentuk Sporangium (B) Bentuk Rantai Spora (C) Variasi 

Bentuk Spora (D) Variasi permukaan spora (Hazarika and Thakur, 2020). 

 

Aktinomisetes memiliki miselium radial yang berkembang dengan baik yang 

terbagi menjadi miselium substrat dan miselium udara dalam siklus hidupnya. 

Miselium substrat terbentuk di media untuk mengasimilasi nutrisi dan miselium 

udara berkembang setelahnya. Tetapi ketika aktinomisetes tumbuh di lingkungan 

yang buruk, hifa menjadi melingkar dan mengembangkan septum. Setelah 

perkembangan septum, konidiospora terbentuk di dalam hifa. Kecuali 

Streptomyces dengan spora rantai panjang, yang lain memiliki karakteristik yang 
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dapat dibedakan seperti Micromonospora (satu spora non-motil), Microbispora 

(dua dalam rantai), dan Streptosporagium (dengan sporangium sebagai vesikula 

spora). Spora akan dilepaskan ke lingkungan dan akan berkecambah jika kondisi 

yang diinginkan tercapai. Pada tahap perkecambahan, spora akan mengeluarkan 

tabung kecambah, tabung kecambah berada mencapai tahap pertumbuhan 

vegetatif, dan siklusnya terus berulang (Ngamcharungchit et al., 2023) 

 

Gambar 2. Siklus hidup aktinomisetes mulai dari konidiospora hingga sporulasi. 

Berbagai jenis konidiospora ditunjukkan dalam kotak. 

 

Aktinomisetes adalah bakteri yang memiliki kemampuan untuk bertahan hidup di 

berbagai lingkungan ekstrim dan ditemukan di mana-mana di alam, mulai dari 

tanah yang ada di mana-mana, tanah rizosfer, dan tanaman actinorhiza hingga 

lingkungan yang lebih spesifik seperti tanah hipersalin, batu kapur, air tawar, laut, 

spons laut, gua gunung berapi, gurun, udara, saluran pencernaan serangga, coran 

cacing tanah, kotoran kambing, dan jaringan tanaman sebagai endofit. 

Keanekaragaman habitat ini mencerminkan kemampuan adaptasi yang tinggi dan 

metabolisme yang canggih, dan melalui hal ini, aktinomisetes dapat menghasilkan 

berbagai senyawa bioaktif seperti antibiotik, antijamur, dan antitumor. Genus 

seperti Streptomyces, Nocardia, Micromonospora, dan Pseudonocardia telah 

terbukti aktif melawan berbagai patogen seperti Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, dan jamur patogen tanaman dan juga telah ditemukan terlibat 

dalam hubungan simbiosis yang penting dengan organisme lain seperti tanaman 

dan serangga. Keberadaan mereka di lingkungan yang tidak bersahabat juga 
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menawarkan potensi yang sangat besar sebagai sumber senyawa baru untuk obat-

obatan di masa depan, terutama dalam memerangi resistensi antibiotik yang 

muncul (Selim et al., 2021). 

 

Aktinomisetes dikenal sebagai produsen utama antibiotik karena kemampuannya 

dalam menghasilkan berbagai metabolit sekunder dengan aktivitas antimikroba 

yang luas. Beberapa antibiotik yang sudah banyak digunakan dalam dunia medis 

seperti rifampisin dan sikloserin untuk pengobatan tuberkulosis dihasilkan oleh 

aktinomisetes. Selain itu, eritromisin yang efektif untuk infeksi saluran 

pernapasan diisolasi dari Saccharopolyspora erethraea sedangkan tetrasiklin dari 

Streptomyces aureofaciens menargetkan ribosom bakteri. Senyawa 

nocardiopsistin angucycline baru dari nocardiopsis sp. laut yang aktif terhadap 

MRSA berhasil diisolasi yang membuktikan bahwa penemuan antibiotik baru 

yang masih sangat potensial. Studi terhadap strain aktinomisetes dari ekosistem 

mangrove juga menunjukkan bahwa sebagian besar strain mampu menghasilkan 

metabolit bioaktif dengan aktivitas spektrum luas terhadap patogen. Selain 

mekanisme kerja antibiotik pada konsentrasi tinggi, efek antibiotik pada 

konsentrasi subinhibitori kini juga banyak diteliti. Efek ini membuka perspektif 

baru dalam memahami peran antibiotik sebagai alat regulasi ekosistem mikroba 

serta menjadi topik menarik untuk membandingkan aktivitas antibiotik dari 

aktinomisetes terestial, air tawar dan laut (Jagannathan et al. 2021).  

 

Aktinomisetes laut merupakan sumber yang kaya akan keragaman 

mikroorganisme sebagian besar belum terkarakterisasi dengan baik. Habitat laut 

seperti pesisir, sedimen laut dalam, air laut dan hutan mangrove memberikan 

kondisi yang unik bagi pertumbuhan aktinomisetes. Hutan mangrove menjadi 

ekosistem yang sangat dinamis karena menutupi 75% wilayah iklim tropis dunia 

dan menjadi tempat hidup bagi berbagai organisme yang masih didalami. 

Fluktuasi salinitas dan gradien pasang surut di lingkungan mangrove menciptakan 

kondisi yang mendukung mikroorganisme untuk menghasilkan metabolit yang 

berbeda dari biasanya. Sejak akhir abad ke-19 laporan mengenai aktinomisetes 

laut mulai muncul dan sejak 1980-an bioteknologi telah memfokuskan penelitian 
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pada mikroorganisme laut untuk aplikasi termasuk dalam pengembangan obat. 

Pada tahun 1984, Rhodococcus marinonascens ditemukan sebagai aktinomisetes 

laut pertama. Pada tahun 2005, genus aktinomisetes yang membutuhkan air laut 

untuk tumbuh, Salinispora ditemukan dengan spesies baru Salinispora tropica 

dan Salinispora arenicola yang berasal dari famili Micromonosporaceae. 

Penemuan metabolit sekunder baru dari Salinispora semakin mendorong 

pencarian untuk kelompok aktinomisetes laut lainnya. Beberapa genus 

aktinomisetes laut yang telah dipelajari antara lain Dietzia, Rhodococcus, 

Streptomyces, Salinispora, dan Micromonospora. Aktinomisetes laut ini telah 

terbukti menghasilkan senyawa bioaktif yang memiliki potensi untuk digunakan 

sebagai agen antikanker, seperti salinosporamide A (dari S. tropica), actinomycin 

D (dari Streptomyces parvulus), dan mitomycin C (dari Streptomyces caespitosus). 

Sebagai sumber senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas antitumor, antifungal, 

dan antibakteri, aktinomisetes laut menunjukkan potensi besar untuk 

pengembangan lebih lanjut dalam bidang bioteknologi dan pengobatan 

(Ngamcharungchit et.al., 2023). 

 
2.2 Aklimatisasi 
 
Aklimatisasi merupakan proses adaptasi yang penting sebelum mikroorganisme 

digunakan dalam berbagai eksperimen atau aplikasi bioteknologi terutama ketika 

mikroorganisme digunakan dalam berbagai eksperimen atau aplikasi bioteknologi 

terutama ketika mikroorganisme tersebut dipindahkan ke lingkungan yang 

berbeda dari sebelumnya. Proses aklimatisasi mikroorganisme khususnya 

aktinomisetes krusial untuk memastikan kelangsungan hisup dan pemeliharaan 

aktivitas metabolik setelah transisi dari kondisi kultur steril ke lingkungan 

ekspeerimental atau terestial yang lebih kompleks. Adaptasi ini mencakup 

penyesuaian fisiologis terhadap fluktuasi pH, suhu, salinitas, kelembaban, dan 

nutrisi agar mikroba dapat berkompetisi dalam ekosistem baru dan tetap 

memproduksi metabolit sekunder secara optimal. Menurut Silva et al. (2022) saat 

diformulasi sebagai bioinokulan, aktinomisetes harus mampu menghadapi stres 

lingkungan seperti perubahan ionik dan tekanan osmotik, sehingga protokol 

aklimatisasi dengan penyesuaian media secara bertahap dan pengujian toleransi 
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menjadi langkah penting. Penelitian terhadap isolat aktinomisetes dari tanah salin 

menunjukkan bahwa strain halotoleran mengatur homeostasis ion dan mensintesis 

eksopolisakarida pelindung untuk menahan kadar garam tinggi, yang secara 

signifikan meningkatkan viabilitas sel di bawah stres salinitas (Djebaili et.al., 

2020). Selain itu, Dermacoccus barathri yang merupakan salah satu jenis 

actinobacteria laut dalam terbukti mampu mengurangi akumulasi reactive oxygen 

species pada tanaman tomat di bawah perlakuan salinitas tinggi yang menandakan 

kemampuan adaptif dalam memitigasi stres oksidatif sekaligus mendukung 

pertumbuhan tanaman pada kondisi ekstrem (Rangseekaew et.al., 2021). Tanpa 

aklimatisasi seperti ini, kultur murni sering gagal bertahan di lapangan atau 

kehilangan aktivitas bioaktifnya 

 
2.3 OSMAC 
 
Strategi "One Strain Many Compounds" (OSMAC) merupakan pendekatan yang 

paling sederhana dan efektif. Dengan modulasi kondisi kultur, pendekatan 

OSMAC dapat mengaktifkan gen mikroba yang sebelumnya tidak aktif, sehingga 

membuka jalan bagi penambangan produk alami aktif yang cepat dan efisien. 

Hingga saat ini, strategi OSMAC telah memfasilitasi penemuan berbagai jenis 

produk alami mikroba, terutama termasuk peptida siklik, alkaloid, poliketida, dan 

terpenoid (Zhang et al., 2024). Pendekatan OSMAC merupakan metode 

penemuan senyawa bioaktif berbasis kultur yang tidak memerlukan pengetahuan 

sebelumnya tentang jenis gugus gen biosintetik (BGC) atau mekanisme 

pengaturan yang mengaturnya. OSMAC merupakan pendekatan yang efektif 

untuk aktivasi gen kriptik atau BGC diam yang aktif secara kondisional hanya 

pada kondisi lingkungan tertentu. Strategi ini dilakukan dengan mengubah kondisi 

kultur, baik secara fisik maupun kimia, seperti komposisi medium (kadar nutrisi 

dan penambahan pemicu kimia), parameter fisik (suhu, pH, tekanan osmotik, dan 

salinitas), dan penerapan stres biotik atau abiotik. Oleh karena itu, OSMAC 

merupakan strategi yang tepat untuk meningkatkan keragaman senyawa metabolit 

dari satu galur mikroorganisme dan memperluas kemungkinan penemuan 

senyawa baru (Zahroh et al., 2022).  
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Gambar 3. Produksi metabolit sekunder melalui pendekatan OSMAC dan jalur 
biosintesis metabolit sekunder 

 
2.4 Kultivasi 
 
Kultivasi adalah proses pengembangan dan pemeliharaan organisme dalam 

kondisi yang terkendali untuk tujuan produksi biomassa atau senyawa tertentu. 

Kultivasi melibatkan faktor-faktor lingkungan seperti cahaya, suhu dan nutrisi 

untuk mendukung pertumbuhan optimal (Veerabadhran et al., 2021). Kultivasi 

aktinomisetes adalah proses penanaman dan perbanyakan mikroorganisme dari 

dengan kemampuannya dalam menghasilkan senyawa bioaktif termasuk 

antibiotik. Proses kultivasi ini dapat dilakukan dengan menggunakan berbagai 

media, baik media padat maupun cair yang diformulasikan untuk mendukung 

pertumbuhan dan produksi metabolit sekunder (Meenakshi et.al., 2023). Dengan 

jumlah metabolit bioaktif yang relatif rendah yang diproduksi secara alami oleh 

mikroorganisme seperti aktinomisetes, kultivasi digunakan sebagai metode untuk 

meningkatkan produksi senyawa bioaktif. Kultivasi adalah metode yang penting 

dalam sektor farmasi karena memiliki kemampuan untuk mengoptimalkan 

biosintesis kandidat obat masa depan misalnya antibiotik dalam skala yang lebih 

besar dan berkelanjutan (Siro et al., 2022). 

 

Teknik kultivasi aktinomisetes dapat dilakukan dengan dua cara, yaitu: 

● Solid State Fermentation (SSF) 
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Solid-state fermentation (SSF) adalah proses fermentasi mikroba dimana 

mikroorganisme terpilih (bakteri, jamur, dan khamir) dibudidayakan pada bahan 

organik padat, lembab, dan tidak larut yang berperan sebagai penopang dan 

sumber nutrisi bagi pertumbuhan mikroorganisme dalam tanpa atau hampir tanpa 

keberadaan air yang mengalir bebas. SSF muncul sebagai alternatif yang menarik 

karena manfaat seperti produktivitas yang lebih tinggi, pencemaran air limbah 

yang lebih sedikit, risiko kontaminasi substrat yang lebih rendah dan kebutuhan 

energi yang lebih rendah (Wang et al., 2023).  Kandungan zat bioaktif yang 

dihasilkan oleh aktinomisetes dalam fermentasi padat lebih tinggi dibandingkan 

dengan fermentasi cair. Fermentasi padat melibatkan serangkaian langkah yang 

dikategorikan menjadi proses upstream, midstream dan downstream. Proses 

upstream melibatkan persiapan substrat dan media pertumbuhan serta isolasi 

mikroorganisme yang digunakan untuk fermentasi, diikuti oleh proses midstream 

dimana substrat diinokulasi dan difermentasi, kemudian proses downstream 

dimana diperoleh produk akhir (Yafetto et al., 2022).  

 

Prinsip dari fermentasi ini didasarkan pada pertumbuhan mikroorganisme pada 

permukaan substrat padat yang memiliki kadar air terbatas. Beberapa substrat 

umum yang digunakan dalam fermentasi padat adalah dedak gandum, beras dan 

jerami padi, jerami, limbah buah dan sayuran, bubur kertas, ampas tebu, sawit 

kelapa dan media sintetis (Ye et al., 2021). Keuntungan utama dari SSF adalah 

peningkatan hasil panen dan kemungkinan menggunakan residu agroindustri yang 

murah dan mudah didapat sebagai substrat untuk produksi hayati, sehingga lebih 

ramah lingkungan daripada SmF.  SSF membutuhkan lebih sedikit air, biaya 

operasi yang lebih rendah, dan tidak membutuhkan peralatan canggih (Salsabila 

dan Meylani, 2024). Namun SSF juga memiliki kekurangan yaitu h distribusi 

panas dan massa tidak mungkin dikontrol secara merata di seluruh substrat padat. 

Hal ini dapat menyebabkan pertumbuhan mikroorganisme yang tidak merata dan 

efisiensi dalam produksi (Pablo, 2023). 

 

 

● Submerged Fermentation (SmF) /Liquid Fermentation (LF) 



12 
 

Submerged Fermentation (SmF) adalah teknik yang menggunakan substrat cair 

seperti molase atau kaldu dimana senyawa bioaktif disekresikan ke dalam cairan 

fermentasi. Dalam fermentasi ini mikroorganisme memerlukan atmosfer yang 

terkendali untuk menghasilkan produk akhir berkualitas tinggi. Substrat yang 

digunakan dalam SmF adalah media cair, molase, air limbah, jus sayuran, dan 

gula larut untuk mengekstrak senyawa bioaktif. SmF sebagian besar digunakan 

untuk produksi polisakarida. SmF juga digunakan untuk menumbuhkan atau 

membudidayakan berbagai bakteri dan jamur untuk mendapatkan polisakarida 

intraseluler dan ekstraseluler (Sheikh et al., 2024). 

 

SmF menjadi metode yang sederhana dan efektif untuk memahami efek sinergis 

kondisi kultur dan substrat pada produksi pigmen dari mikroba potensial. Metode 

ini pasti akan memenuhi kebutuhan industri dan menghilangkan risiko yang 

ditimbulkan oleh pigmen sintetis yang digunakan dalam industri makanan dan 

farmasi (Ramesh et al., 2022). Selain itu, SmF juga memiliki beberapa 

kekurangan yang perlu dipertimbangkan saat menerapkannya. Metode ini mahal 

dan membutuhkan peralatan fermentasi yang canggih karena harus terus menerus 

disterilkan, diangin-anginkan, dan diaduk. Selain itu, lingkungan cairan yang kaya 

nutrisi menimbulkan bahaya mikroorganisme asing yang mencemari sehingga 

dapat mengganggu proses produksi. Busa berlebih juga lazim terjadi pada SmF 

sebagai akibat dari langkah aerasi dan ini membutuhkan penambahan antifoam 

yang memiliki kecenderungan untuk mempengaruhi efisiensi fermentasi. Selain 

itu, densitas produk yang dihasilkan lebih rendah dibandingkan dengan fermentasi 

padat dan akan terjadi penghambatan produk yang akan menurunkan efisiensi 

produksi secara keseluruhan (Nazir et al., 2024). 

 
2.5 Kokultivasi 
 
Kokultivasi adalah proses membiakkan dua atau lebih jenis mikroorganisme 

bersama-sama untuk melihat bagaimana mereka mempengaruhi satu sama lain. Di 

alam, mikroorganisme tidak hidup sendiri melainkan bercampur dengan banyak 

jenis lainnya dan berinteraksi satu sama lain secara kompleks. Jika dibandingkan, 

pertumbuhan mikroorganisme dalam kultur murni (sendiri) mungkin berbeda dari 
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pertumbuhannya ketika dikultur bersama, karena ada interaksi antar mikroba yang 

mungkin saling membantu (sinergis) atau saling menghambat (antagonistik). 

Mikroorganisme dari genus yang sama lebih sering cocok untuk dikultur secara 

bersama-sama dan sering digunakan untuk menghasilkan senyawa metabolit yang 

beragam. Dalam kondisi ini, mikroorganisme dapat tumbuh berdampingan secara 

langsung atau hanya sebagian bersentuhan tergantung seberapa kuat interaksi di 

antara mereka. Kokultivasi, khususnya dengan jamur bukan hanya dapat 

meningkatkan produksi senyawa tertentu tetapi juga dapat memunculkan senyawa 

baru yang tidak akan muncul jika mikroorganisme ditumbuhkan sendiri. Karena 

itu, metode ini memiliki potensi besar dalam dunia industri terutama untuk 

menghasilkan senyawa bioaktif. Kokultivasi juga digunakan dalam proses 

mikrobiologi lainnya seperti pengolahan limbah dan bisa melibatkan organisme 

yang sudah dikenal maupun yang belum diketahui (Prabhu et al., 2022).  

 

Kokultur mikroba berarti menumbuhkan dua atau lebih mikroorganisme secara 

bersamaan dalam ruang yang sama. Hal ini terkait dengan prosedur yang 

menjanjikan untuk membangkitkan jalur metabolit tersembunyi yaitu senyawa 

yang tidak terbentuk ketika mikroba dikulturkan secara individual. Melalui proses 

ini, mikroba dapat berinteraksi satu sama lain melalui senyawa kimia dalam 

bentuk volatil atau larut dalam medium yang akhirnya mengarah pada 

pembentukan metabolit tertentu. Proses ini dapat dikontrol oleh senyawa eksternal 

atau oleh molekul pengatur yang diproduksi oleh mikroba itu sendiri. Menariknya, 

proses ini dapat dilakukan tanpa informasi genom mikroba yang terperinci atau 

peralatan laboratorium yang rumit. Pada awalnya, kokultivasi digunakan sebagai 

cara untuk menemukan interaksi antara mikroba dalam tubuh manusia dan 

patogen dan juga untuk meningkatkan proses industri dalam makanan, minyak, 

dan pelarut. Kini, metode ini juga telah banyak digunakan misalnya dalam 

pengolahan limbah, proses pengolahan tanah, proses produksi gas, dan berbagai 

produk makanan seperti susu fermentasi, salami, dan minuman beralkohol. Selain 

itu, kokultivasi juga dapat memaksimalkan produksi senyawa bioaktif, mengatasi 

senyawa samping yang tidak diinginkan, mendukung pembentukan biofilm, 

bahkan mengatasi sifat patogen yang merugikan. Namun, penelitian terkait 
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pengaktifan biosintesis senyawa baru (seperti antibiotik atau antikanker) dari 

kokultivasi masih dalam tahap awal dan belum seluas aplikasi industri atau 

mikrobioma manusia. Meskipun demikian, berbagai jenis interaksi mikroba 

seperti saling membantu, saling tidak mengganggu, atau bahkan saling 

menghambat juga terbukti memicu proses penting seperti pembentukan spora dan 

biofilm dalam sistem kokultivasi (Selegato and Gamboa, 2023). 

 

Metode  kokultivasi merupakan gabungan dari ilmu ekologi dan praktik industri 

yang ramah lingkungan serta sangat menjanjikan untuk menghasilkan berbagai 

produk dan membantu proses bioremediasi. Pengembangan metode ini baik yang 

terbuka maupun tertutup sebagian besar didasarkan pada pemahaman yang baik 

tentang komponen-komponen yang terlibat. Dua jenis kultur yang digunakan 

secara umum yaitu kultur axenic (mengandung satu spesies mikroba) dan kultur 

non-axenic (mengandung campuran lebih dari satu mikroorganisme). Pemilihan 

jenis kultur ini biasanya dioptimalkan sesuai dengan tujuan kokultivasi misalnya 

untuk mensintesis metabolit, mengurai substrat secara biologis, atau 

meningkatkan hasil biomassa. Hal penting yang perlu diperhatikan di sini adalah 

tidah semua mikroba yang akan digunakan dapat dipertahankan hidup selama 

durasi kokultivasi. Perancangan untuk kokultivasi dalam banyak kasus mengikuti 

prinsip evolusi yaitu baik top-down (seleksi alam dari populasi polimikroba) atau 

bottom-up (memilih mikroba tertentu secara langsung). Kedua strategi memiliki 

keuntungan relatif tergantung pada tujuan yang dipertimbangkan. Interaksi 

mikroorganisme dalam sistem kokultur sangat heterogen dan kompleks, mulai 

dari hubungan yang saling membantu (mutualisme), hubungan yang tidak saling 

mempengaruhi (komensalisme), hingga hubungan yang saling menghambat 

seperti pemangsaan, parasitisme, amensalisme, dan kompetisi. Bahkan di antara 

dua jenis mikroba, semua jenis interaksi ini dapat terjadi pada saat yang 

bersamaan. Oleh karena itu, penting untuk menyelidiki bagaimana mikroba 

berinteraksi satu sama lain untuk merancang sistem kokultur terbaik (Rasheed et 

al., 2023). 

 
2.6 Ekstraksi 
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Ekstraksi merupakan proses pemisahan komponen berdasarkan penggunaan 

pelarut. Ekstraksi juga diartikan sebagai proses pemisahan satu atau lebih 

komponen dari campuran homogen dengan bantuan pelarut cair sebagai zat 

pemisah. Pelarut yang digunakan harus mampu mengekstrak senyawa yang 

diinginkan tanpa melarutkan bahan lain. Secara umum, pemisahan dengan 

ekstraksi merupakan proses yang mudah dilakukan melalui tiga langkah, yaitu (1) 

Penambahan sejumlah pelarut yang telah diketahui agar dapat bersentuhan dengan 

sampel sebaiknya dengan proses difusi, (2) Zat terlarut akan terlarut dari sampel 

dan larut dalam pelarut sehingga terbentuk fase ekstrak, dan (3) Pemisahan fase 

ekstrak dengan sampel (Yulinar dan Suharti, 2022). Ekstraksi mencakup berbagai 

metode seperti maserasi, microwave assisted extraction (MAE), dan ultrasonic 

assisted extraction (UAE). Maserasi merupakan metode ekstraksi yang dilakukan 

dengan merendam bahan dalam pelarut dan memanfaatkan prinsip tercapainya 

konsentrasi kesetimbangan. Microwave assisted extraction (MAE) merupakan 

metode ekstraksi yang dibantu dengan menggunakan radiasi gelombang mikro 

untuk memanaskan pelarut secara cepat dan efektif. Ultrasonic assisted extraction 

(UAE) merupakan bentuk ekstraksi yang dibantu oleh gelombang ultrasonik yang 

merambat di dalam pelarut sehingga terjadi efek kavitasi yang mengakibatkan 

pemanasan dan terbentuknya senyawa ekstrak. Perbedaan proses ekstraksi yang 

dilakukan terhadap suatu bahan mempengaruhi rendemen ekstrak, jenis senyawa 

yang terdapat dalam ekstrak dan kualitas ekstrak (Fauziah dkk., 2022). 

 

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode maserasi. Maserasi 

merupakan salah satu metode ekstraksi sederhana dengan merendam bahan atau 

medium dalam pelarut (misalnya etanol atau metanol) pada suhu ruangan selama 

beberapa waktu. Selama proses ini, larutan biasanya diaduk sesekali untuk 

membantu melepaskan zat kimia aktif dari bahan. Setelah proses perendaman 

selesai, larutan disaring untuk memisahkan cairan dari residu padat. Residu dapat 

diperas sehingga pelarut yang tersisa dapat ditekan keluar, kemudian cairan dapat 

disaring lagi untuk pemurnian atau dibiarkan mengendapkan kotoran. Maserasi 

harus dilakukan dalam wadah tertutup untuk menghindari penguapan pelarut. 

Penguapan cairan tidak boleh dilakukan selama ekstraksi karena tujuannya adalah 
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mengekstrak sebanyak mungkin terlebih dahulu. Setelah ekstraksi selesai, maka 

pelarut dapat diuapkan misalnya menggunakan rotary evaporator untuk 

mendapatkan ekstrak yang lebih pekat. 

 

Pelarut yang digunakan sangat penting karena jenis pelarut akan menentukan jenis 

senyawa (fitokimia) yang akan larut dan terekstraksi. Maserasi juga cocok untuk 

ekstraksi senyawa yang tidak stabil terhadap panas, karena tidak memerlukan 

suhu tinggi. Keuntungan maserasi  adalah  murah,  mudah  digunakan  dengan  

alat  sederhana  dan  metode ekstraksi aktif tidak memerlukan pemanasan 

(Fikayuniar dkk., 2023). Namun, kelemahan terpenting dari metode ini adalah 

efisiensinya yang rendah dan waktu yang lama. Namun, jika kondisi ekstraksi 

dikontrol dengan benar, maserasi masih dapat menghasilkan ekstrak dengan kadar 

senyawa aktif yang tinggi (Bitwell et al., 2023). 

 
2.7 Pseudomonas Aeruginosa 
 
Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri berbentuk batang aerobik Gram-negatif 

yang dapat diisolasi dari sebagian besar lingkungan, termasuk tanah, tanaman, dan 

jaringan mamalia. Bakteri ini dapat bertahan hidup di air, berbagai permukaan, 

dan peralatan medis menggunakan faktor pengikatnya yang berpengaruh, seperti 

flagela, pili, dan biofilm. Oleh karena itu, Pseudomonas aeruginosa melimpah di 

lingkungan alami dan buatan, termasuk danau, rumah sakit, dan saluran 

pembuangan rumah tangga.  

 

Pseudomonas aeruginosa merupakan patogen oportunistik yang menyebabkan 

beberapa infeksi pada manusia. Bakteri ini telah menjadi penyebab penting infeksi 

nosokomial dan resistensi antibiotik. Pseudomonas aeruginosa dapat ditetapkan 

sebagai salah satu bakteri oportunistik yang terkait dengan infeksi layanan 

kesehatan, termasuk ventilator-associated pneumonia (VAP), infeksi unit 

perawatan intensif, infeksi aliran darah terkait jalur sentral, infeksi tempat 

pembedahan, infeksi saluran kemih, infeksi luka bakar, keratitis, dan otitis media. 

Pseudomonas aeruginosa merupakan organisme yang mampu beradaptasi 

terhadap perubahan lingkungan, dengan cepat mengembangkan resistensi 
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terhadap antibiotik, dan menghasilkan berbagai faktor virulensi (Tuon et al., 

2022). 

 

Pseudomonas aeruginosa telah diidentifikasi menunjukkan perkembangan 

resistensi antimikroba yang signifikan dalam lima dekade terakhir, terutama pada 

isolat klinis dari ICU. Isolat ini umumnya resistan terhadap berbagai kelas 

antibiotik termasuk β-laktam, aminoglikosida, fluorokuinolon, dan bahkan 

polimiksin, dan meningkatnya resistensi terhadap karbapenem di negara-negara 

tertentu seperti Cina. Penggunaan antibiotik yang lebih besar, terutama di rumah 

sakit, berkontribusi terhadap meningkatnya insiden infeksi dengan strain yang 

resistan terhadap banyak obat (MDR) dan yang resistan terhadap banyak obat 

(XDR). Infeksi dengan strain di atas dikaitkan dengan peningkatan mortalitas, 

lamanya tinggal di rumah sakit, dan biaya perawatan kesehatan. Risiko infeksi 

MDR/XDR lebih besar di antara host yang mengalami gangguan kekebalan 

seperti pasien yang terinfeksi HIV dan penerima transplantasi organ. Resistensi 

Pseudomonas aeruginosa multifaktorial terhadap antibiotik dimediasi oleh 

mekanisme resistensi intrinsik termasuk pengurangan porin, ekspresi pompa 

efluks, pembentukan biofilm, dan mutasi pada gen target antimikroba; resistensi 

ekstrinsik melalui perolehan gen resistensi horizontal (Kayu et al., 2023). 

 
2.8 Staphilococcus Aureus 
 
Staphylococcus aureus merupakan patogen Gram-positif oportunistik yang dapat 

menyebabkan berbagai macam penyakit, mulai dari infeksi kulit superfisial 

hingga sepsis dan kegagalan multiorgan. Patogen ini mampu mengeluarkan 

banyak sekali toksin, enzim, dan protein virulensi, yang ekspresinya diatur oleh 

sistem penginderaan kuorum Agr. Aktivasi sistem pada kepadatan sel yang tinggi 

merangsang produksi faktor virulensi dan memperburuk infeksi. Staphylococcus 

aureus juga memicu respons inflamasi melalui aktivasi berbagai sel imun seperti 

neutrofil, makrofag, dan sel T, dan mampu membunuh sel inang melalui 

apoptosis, piroptosis, nekroptosis, atau autofagi. Infeksi Staphylococcus aureus, 

yang mencakup Staphylococcus aureus yang resistan terhadap methicillin 
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(MRSA), dikaitkan dengan penyakit seperti dermatitis atopik, fibrosis kistik paru, 

pneumonia, dan infeksi kaki diabetik (Chen et al., 2022). 

 

Staphylococcus aureus adalah kokus Gram-positif dan salah satu patogen manusia 

utama yang menyebabkan berbagai penyakit mulai dari infeksi kulit ringan hingga 

sepsis dan kegagalan organ. Pengendalian virulensi pada Staphylococcus aureus 

dikoordinasikan oleh sistem penginderaan kuorum yang dikenal sebagai pengatur 

gen aksesori (agr) dan terlibat dalam pengendalian ekspresi beberapa faktor 

virulensi seperti α-toksin, hemolisin, dan modulin yang larut dalam fenol (PSM). 

Aktivasi sistem agr terjadi ketika konsentrasi peptida penginduksi otomatis (AIP) 

berada pada tingkat tertentu, yang menghasilkan ekspresi RNAIII yang mengatur 

produksi toksin dan enzim virulensi. PSM, seperti PSMα dan δ-toksin, bersifat 

sitolitik dan proinflamasi dan terlibat dalam penyebaran koloni dan pembentukan 

biofilm. PSMα telah terbukti merusak keratinosit dan memicu pelepasan alarmin 

seperti IL-36 dan IL-1α serta berkontribusi terhadap peradangan kulit. 

Staphylococcus aureus juga memiliki kapasitas untuk menginduksi berbagai 

bentuk kematian sel terprogram dalam sel inang seperti apoptosis, nekroptosis, 

piroptosis, dan autofagi. Toksin α dan leukocidin Panton-Valentine (PVL) terlibat 

dalam proses tersebut, yang menyebabkan patogenesis penyakit seperti 

pneumonia dan dermatitis atopik (Cheung et al., 2021) 

 
2.9 Partisi  
 
Partisi adalah teknik pemisahan senyawa berdasarkan perbedaan kelarutan antara 

dua fase cair yang tidak dapat bercampur, umumnya pelarut organik dan air. 

Teknik ini adalah teknik yang lazim dalam pemisahan senyawa bioaktif dari 

sumber alaminya, seperti tanaman atau mikroorganisme, sebagai langkah awal 

pemurnian sebelum analisis lebih lanjut. Peran utama dari proses ini adalah untuk 

memisahkan senyawa kompleks dalam ekstrak mentah menjadi fraksi sederhana 

berdasarkan polaritasnya (Truong et al., 2021). Melalui pemilihan pelarut, 

senyawa polar akan larut dalam fase air, sedangkan senyawa nonpolar akan 

berpindah ke fase organik. Proses ini bersifat universal, mudah dilakukan, dan 
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akan menyebabkan senyawa target terkonsentrasi dalam fraksi tertentu (Tong et 

al., 2023).  

 

2.10 Kromatografi Lapis Tipis 
 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah suatu teknik pemisahan dengan 

menggunakan prinsip distribusi suatu zat dalam dua fase yaitu fase diam dan fase 

gerak. Adanya perbedaan migrasi dari masing-masing komponen menjadi alasan 

mengapa pemisahan ini dapat terjadi (Charismawati dkk., 2021). Kromatografi 

Lapis Tipis (KLT) adalah metode kromatografi yang memisahkan komponen-

komponen berdasarkan perbedaan kepolaran antara sampel dan pelarut fase gerak 

yang digunakan. KLT umumnya digunakan untuk berbagai keperluan seperti 

menentukan jumlah komponen dalam campuran, mengidentifikasi senyawa serta 

yang utama untuk mengevaluasi kemurnian dan identitas suatu senyawa isolat 

dengan menggunakan nilai faktor retensi (Rf) sebagai parameter. Nilai Rf berkisar 

antara 0,00 hingga 1,00 dihitung hingga dua desimal. Bercak yang terdeteksi 

menunjukkan senyawa tertentu yang terkandung dalam ekstrak (Putri dkk., 2024). 

 

Proses elusi dilakukan di dalam sebuah chamber yang harus dijenuhkan terlebih 

dahulu dan ditutup rapat sebelum plat KLT dimasukkan. Tujuan dari penjenuhan 

ini adalah untuk memastikan bahwa uap eluen terdistribusi secara merata di 

seluruh chamber sehingga eluen dapat bergerak dengan kecepatan yang sama di 

seluruh permukaan plat KLT. Setelah elusi selesai plat KLT dikeluarkan dari 

chamber, dikeringkan dan diamati di bawah sinar UV pada panjang gelombang 

254 dan 366 nm. Pengamatan ini bertujuan untuk mendeteksi keberadaan suatu 

senyawa dalam sampel yang dianalisis (Mutiara dkk., 2023). Selain sampel dan 

adsorben, fase gerak juga merupakan komponen penting lainnya dalam sistem 

KLT. Fase gerak dapat berupa satu pelarut organik atau campuran pelarut organik. 

Untuk menentukan fase gerak apa yang perlu digunakan dalam pengujian KLT, 

proses optimasi fase gerak dapat dilakukan. Optimasi fase gerak dicapai melalui 

penentuan sifat fisik dan kimia analit yang akan dianalisis dan jenis fase diam 

adsorben yang digunakan. Salah satu sifat penting dari fase gerak adalah harus 

diadsorpsi oleh adsorben. Saat fase gerak melewati permukaan gel silika, ia 
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memindahkan analit di sepanjang fase diam jika fase gerak tertarik ke adsorben. 

Daya elusi fase gerak ditingkatkan oleh polaritas (Nichairin dan Mita, 2023). Fase 

stasionernya adalah silika, alumina atau selulosa yang menempel pada kaca atau 

plastik. 

 

Keuntungan KLT adalah deteksi beberapa mikotoksin dari satu sampel, kuantitasi 

yang baik, akurasi dan presisi yang sama dengan HPLC. Kerugiannya adalah, 

teknisi terampil diperlukan, praperlakuan sampel, memakan waktu, banyak 

peralatan, dan analisis per sampel (Lestari dan Rostinawati, 2023). 

 
2.11 Mikrodilusi 
 
Uji mikrodilusi adalah metode standar untuk pengujian kepekaan antimikroba 

secara kuantitatif, yang telah dianjurkan oleh Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) dan telah memperoleh standar internasional ISO 20776-1. Metode 

ini melibatkan pengenceran dua kali lipat berulang dari agen antimikroba dalam 

media kultur cair (misalnya Mueller-Hinton Broth) dalam mikroplate 96-well dan 

inokulasi dengan inokulum bakteri yang telah distandarkan kekeruhannya sesuai 

dengan standar 0,5 McFarland, yang menghasilkan konsentrasi akhir sekitar 5 × 

10⁵ CFU/mL. Setelah inkubasi 16–20 jam pada suhu 35–37°C, pertumbuhan 

bakteri diamati secara visual atau menggunakan indikator warna resazurin, yang 

berubah dari biru menjadi merah muda sebagai indikasi aktivitas metabolisme sel 

(Vanegas et al., 2021). Keunggulan teknik mikrodilusi meliputi penggunaan 

reagen dalam jumlah minimal, kemampuan untuk menguji beberapa konsentrasi 

antimikroba secara bersamaan, dan kemudahan dalam mengamati hasilnya. 

Metode ini juga memungkinkan penentuan konsentrasi hambat minimum (MIC) 

yang akurat dan penting dalam menentukan aktivitas antimikroba dari senyawa 

uji.  

 

Dalam sebuah penelitian oleh Oh et al. (2021), teknik mikrodilusi digunakan 

untuk menemukan MIC exebacase terhadap berbagai isolat bakteri, yang 

mengonfirmasi reproduktifitas dan keakuratan metode ini dalam menguji aktivitas 

antimikroba. Meskipun metode ini bermanfaat, metode ini terbatas, terutama 
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untuk pengujian obat hidrofobik atau obat yang sangat berwarna yang cenderung 

mengganggu pembacaan kolorimetrik hasil. Untuk tujuan tersebut, modifikasi 

seperti metode mikrodilusi agar telah dikembangkan yang memungkinkan 

seseorang untuk berhasil menguji obat tersebut. Selain itu, kemajuan teknologi 

mikrofluida memungkinkan miniaturisasi metode mikrodilusi, misalnya, 

perangkat mikrokapiler, yang meningkatkan efisiensi dan pengujian skala besar 

melalui penggunaan reagen bervolume lebih kecil (Needs et al., 2022). 

 
2.12 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 
 
Kromatografi Cair-Spektrometri Massa (LC/MS-MS) adalah metode analisis yang 

menggabungkan dua teknik utama untuk memisahkan dan menganalisis 

komponen dalam sampel. Teknik pertama, kromatografi cair, digunakan untuk 

memisahkan senyawa berdasarkan sifat fisikokimia, seperti polaritas, ukuran, dan 

interaksi lainnya. Proses ini memastikan bahwa berbagai komponen dalam sampel 

dipisahkan secara efektif saat bergerak melalui kolom kromatografi menggunakan 

pelarut cair. Setelah proses verifikasi selesai, teknik kedua yaitu  spektrometri 

massa yang berperan dalam mendeteksi dan mengidentifikasi senyawa yang 

terpisah. Dalam spektrometri massa, molekul dalam sampel diubah menjadi ion-

ion yang dilepaskan. Ion-ion ini kemudian dianalisis berdasarkan rasio massa 

terhadap muatannya (Anggraeni dkk., 2024).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 

III. METODE PENELITIAN 
 
 
 
3.1 Waktu dan Tempat 
 
Penelitian ini telah dilaksanakan sejak bulan Oktober 2024 sampai bulan Maret 

2025 yang bertempat di Laboratorium Biomassa UPA Lab Terpadu Universitas 

Lampung. Analisis LC-MS/MS dilakukan di Laboratorium Forensik Badan 

Reserse Polri Sentul Bogor. 

 
3.2 Alat dan Bahan 
 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat cawan petri, gelas 

kimia, pipet tetes, erlenmeyer, gelas ukur, batang pengaduk, gunting, cutter, 

spidol, spinbar, spatula, kertas saring, aluminium foil, kapas, blender, gunting, 

spidol, plastik wrap, coverglass, pinset, mikropipet 1000 µL & 100 µL, plat KLT, 

mikrotip, jarum ose bulat, karet gelang, bunsen, autoclave Tomy SX-700, laminar 

air flow ESCO/AVC4A1, saringan, cylinder cup, drying oven Jisico, hot plate dan 

neraca analitik Wigen Houser.  

 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah air laut buatan (NaCl dan 

akuades), akuades, alkohol 70%, agar swallow, spirtus, DMSO, etil asetat, Triptic 

Soy Broth (TSB), heksan, ciprofloxacin, limbah ampas tebu, reagen visualisasi 

KLT meliputi Ce(SO4)2 (10% Ce(IV) dan 15% H2SO4 dalam akuades), ninhidrin 

(0,2 g ninhidrin + 100 mL etanol), dan dragendorf (Bismut(III) nitrat, asam 

tartarat, kalium iodida dan akuades). 
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3.3 Prosedur Penelitian 
 
3.3.1   Aklimatisasi dan Identifikasi secara Makroskopis Aktinomisetes 
 
Aklimatisasi dilakukan dengan menumbuhkan isolat aktinomisetes pada media 

standar International Streptomyces Project 2 (Lampiran 1) sebagai langkah awal. 

Setelah media disiapkan, sterilisasi dilakukan dengan menggunakan autoklaf pada 

suhu 121ºC selama 15-20 menit. Isolat aktinomisetes kemudian ditumbuhkan 

pada media ISP2 dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 28-30ºC untuk 

pertumbuhan awal. Setelah berhasil tumbuh pada media ISP2 isolat dipindahkan 

ke media bagasse sugarcane agar (BSA) dengan dua variasi yaitu media yang 

disaring dan tidak disaring. BSA adalah media agar yang terbuat dari ampas tebu. 

Pembuatan media BSA mengacu pada metode Ejaz and Suhail (2021) dengan 

modifikasi yaitu melarutkan 6 g serbuk BSA ke dalam 150 mL air laut buatan. 

Campuran tersebut kemudian digunakan dalam dua variasi yaitu melalui proses 

penyaringan dan tanpa penyaringan. Sebanyak 100 mL media kemudian 

ditambahkan 3 g agar dan dipanaskan kembali hingga larut. Media BSA ini 

kemudian dituangkan ke dalam cawan petri dan dibiarkan mengeras. Satu ose 

isolat 18A13O1 kemudian digoreskan pada media BSA dan diinkubasi selama 7 

hari. Aktinomisetes yang tumbuh pada dua media, kemudian diamati secara 

makroskopis untuk melihat media mana yang mendukung pertumbuhan paling 

optimal. Media dengan pertumbuhan terbaik kemudian dipilih sebagai media 

peremajaan dan isolat ditumbuhkan kembali pada media tersebut. Proses 

peremajaan dilakukan dengan inkubasi pada suhu 28–30°C selama 7 hari. Setelah 

inkubasi, pertumbuhan diamati kembali secara makroskopis. 

 
3.3.2  Identifikasi Mikroskopis 
 
Identifikasi secara mikroskopis merujuk dari Setiawan et al. (2021) dilakukan 

dengan cara meletakkan coverslip pada sudut 45º dalam media yang sudah 

memadat, kemudian strain aktinomisetes diambil menggunakan jarum ose steril 

dan digores pada media dekat coverslip serta diinkubasi selama 7 hari. Setelah 

tahap inkubasi, coverslip yang ditumbuhi strain aktinomisetes ditarik dengan hati-

hati dan diletakkan di atas objek glass. Pengamatan secara mikroskopis dilakukan 

menggunakan mikroskop Axio Zeiss Image A1 perbesaran 400 M. 
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3.3.3 Kultivasi, Kokultivasi dan Ekstraksi  
 
Untuk proses fermentasi aktinomisetes, inokulum disiapkan dengan 

menumbuhkan biakan dalam media cair yang mengandung 1 gram ampas tebu 

dalam 25 mL air laut steril. Koloni isolat 18A13O1 hasil peremajaan kemudian 

diinokulasi secara aseptik ke dalam media cair dan diinkubasi selama 7 hari. 

Setelah inkubasi, inokulum digunakan untuk fermentasi pada media ampas tebu 

melalui dua prosedur yaitu kultivasi (kultur tunggal) dan kokultivasi dengan 

bakteri uji. 

 

Kultivasi dilakukan dengan cara menambahkan 20 gr ampas tebu kedalam cawan 

petri ukuran 90 cm. Sebanyak 2 mL inokulum cair kemudian dituangkan kedalam 

media dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 14 hari dalam kondisi statis. Untuk 

kokultivasi, 10 mL inokulum bakteri 1,0 x 108 CFU/Ml (mengacu pada standar 

McFarland) dibuat menggunakan media TSB (Tryptic Soy Broth) dan diinkubasi 

selama 2 jam. Pada hari keempat kokultivasi, inokulum bakteri Staphilococcus 

aureus dan Pseudomonas aeruginosa ditambahkan kedalam media yang telah 

ditumbuhi aktinomisetes sebanyak 0,2 mL. Kokultivasi dilakukan pada suhu 30°C 

selama 14 hari (Setiawan et.al., 2022). Hasil dari kultivasi dan kokultivasi yang 

telah berhasil tumbuh kemudian diekstraksi menggunakan pelarut diklorometana 

(DCM) dan metanol dengan perbandingan 1:1 sebanyak 40 mL. Setelah 2 jam 

proses maserasi (perendaman pelarut), larutan diekstrak dan dipipet lalu 

dimasukkan ke dalam vial. Ekstrak ini kemudian dipisahkan menggunakan corong 

pisah untuk memisahkan fase organik dan fase air. Fase DCM (organik) dipartisi 

lebih lanjut dengan menambahkan air sebanyak 3 kali pengulangan. Campuran 

dikocok dan dibiarkan hingga lapisan terpisah lalu fase organik dipisahkan dari 

fase air menggunakan corong pisah. Proses ini dilakukan untuk memastikan 

senyawa yang larut dalam pelarut organik dapat terpisah sempurna dari senyawa 

yang larut dalam air. Fase air kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator. 
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3.3.4   Kromatografi Lapis Tipis 
 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan dengan cara hasil ekstraksi ditotolkan 

pada plat KLT silika gel F254 (fasa diam) dengan bantuan pipa kapiler. Sampel 

kemudian dielusi menggunakan fase gerak yang berbeda sesuai dengan jenis 

ekstrak yaitu diklorometan (DCM) untuk ekstrak fase organik dan campuran 

diklorometan (DCM) : methanol (9:1) untuk ekstrak fase air. Proses elusi dilakukan 

di dalam wadah tertutup rapat agar fase gerak tersebar merata dan hasil pemisahan 

lebih optimal.  

 

Bercak-bercak yang mengindikasikan komponen ekstrak pada plat KLT 

divisualisasikan dibawah sinar lampu ultraviolet (λ : 254 nm, 366 nm), kemudian 

direaksikan dengan pereaksi serium sulfat (CeSO4). Setelah pola bercak terlihat 

jelas kemudian diukur jarak yang ditempuh bercak terhadap jarak yang ditempuh 

fase gerak untuk menentukan nilai Rf (Retention Factor). Nilai Rf dihitung untuk 

setiap bercak yang muncul dengan rumus berikut (Agustin dkk., 2021) :  

𝑅𝑓 ∶  
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑠𝑒𝑛𝑦𝑎𝑤𝑎 𝑑𝑎𝑟𝑖 𝑔𝑎𝑟𝑖𝑠 𝑎𝑤𝑎𝑙

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛 𝑑𝑎𝑟𝑖 𝑔𝑎𝑟𝑖𝑠 𝑎𝑤𝑎𝑙
 

Untuk mengetahui kandungan senyawa dalam ekstrak yang lebih spesifik 

selanjutnya ekstrak direaksikan dengan pereaksi Dragendorf dan Ninhidrin 

(Setiawan et.al., 2022). Komposisi masing-masing reagen dapat dilihat pada 

Lampiran 2. 

 
3.3.5 Uji Mikrodilusi 
 
Ekstrak dari setiap kultur dilarutkan dalam metanol 12,5% hingga mencapai 

konsentrasi akhir 2 mg/mL. Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan uji 

mikrodilusi dalam mikroplate 96-well. Metode ini mengacu pada Yasmin, dkk 

(2024) dengan beberapa modifikasi. Pada setiap sumur, ditambahkan 50 µL 

sampel dan 25 µL suspensi bakteri uji. Bakteri uji berasal dari kultur murni 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa yang ditumbuhkan pada 

media TSB (Tryptic Soy Broth) kemudian kekeruhannya disesuaikan hingga 

setara dengan standar McFarland 0,5. Metanol 12,5% digunakan sebagai kontrol 

pelarut, ciprofloxacin sebagai kontrol positif, dan media tanpa penambahan 
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bakteri tambahan sebagai kontrol kontaminasi. Setiap perlakuan dilakukan dalam 

tiga ulangan (triplo) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 18 jam. 

 

Setelah inkubasi, 30 µL larutan resazurin ditambahkan ke setiap sumur dan 

dibiarkan untuk inkubasi lagi selama 1–4 jam. Perubahan warna setelah 

ditambahkan reisazurin diamati dan dibandingkan dengan kontrol. Warna biru 

menunjukkan tidak ada pertumbuhan bakteri (sampel aktif sebagai antibakteri), 

dan warna merah muda menunjukkan pertumbuhan bakteri (sampel tidak aktif). 

 
3.3.6 Karakterisasi 
 
Karakterisasi ekstrak fraksi aktif dilakukan menggunakan Liquid 

Chromatography-Mass Spectroscopy (LC-MS/MS). Ekstrak aktif dari isolat 

unggulan dipekatkan menggunakan nitrogen hingga mendapatkan larutan 2 mg/ml 

kemudian dianalisis menggunakan LC-MS/MS untuk mengetahui informasi 

strurktur dari senyawa bioaktif pada ekstrak.  

 
3.4. Diagram Alir 
 

 
 

Gambar 4. Diagram alir metode penelitian 
 



 
 

 
 
 

V. SIMPULAN DAN SARAN 
 
 
 
5.1 Simpulan  
 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh beberapa poin 

kesimpulan sebagai berikut: 

1. Ekstrak fraksi air dari hasil kokultivasi aktinomisetes kode 18A13O1 pada 

media padat ampas tebu (sampel RT3O1) menunjukkan aktivitas antibakteri 

terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa berdasarkan hasil uji mikrodilusi 

menggunakan metode microplate. Aktivitas antibakteri ini mengindikasikan 

adanya senyawa bioaktif yang dihasilkan dari proses kokultivasi. 

2. Diperoleh profil senyawa bioaktif dari ekstrak fraksi air yang berperan dalam 

aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus 

aureus yaitu senyawa spinganine dengan massa molekul [M+H]+ sebesar 

302.3062 m/z yang terdeteksi pada waktu retensi 12.89 menit berdasarkan hasil 

analisis data LC-MS/MS menggunakan Masslynx dan MZmine. 

 
5.2 Saran 
 
Sebagai tindak lanjut dari keterbatasan yang ada, penelitian selanjutnya 

disarankan untuk melakukan isolasi senyawa murni agar dapat dianalisis 

menggunakan teknik spektroskopi tambahan seperti Nuclear Magnetic Resonance 

(NMR) dan Infrared (IR) Spectroscopy untuk mengonfirmasi struktur senyawa 

secara lebih akurat. Selain itu, pengumpulan data fragmentasi MS/MS yang lebih 

lengkap dengan variasi energi juga perlu dilakukan guna memperoleh pola 

fragmentasi yang lebih representatif. Penggunaan standar referensi senyawa murni 

maupun basis data spektrometri massa yang lebih luas juga dianjurkan untuk 

meningkatkan akurasi identifikasi dan mengurangi potensi kesalahan. Dengan 

pendekatan ini, validitas hasil identifikasi senyawa bioaktif diharapkan menjadi 

lebih kuat dan kredibel.
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