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ABSTRAK 

ISOLASI BAKTERI SEDIMEN MANGROVE LAMPUNG SELATAN DAN 

PESAWARAN PENGHASIL SENYAWA METABOLIT SEKUNDER 

SEBAGAI ANTIBAKTERI TERHADAP Pseudomonas aeruginosa 

 

 

Oleh  

 

 

SAYYID AMANULLAH GANI  

 

 

Resistensi antibiotik pada bakteri patogen seperti Pseudomonas 

aeruginosa menjadi ancaman kesehatan global yang serius, sehingga menuntut 

eksplorasi sumber daya hayati baru sebagai agen antimikroba. Penelitian ini 

bertujuan mengisolasi bakteri sedimen mangrove dari Lampung Selatan dan 

Pesawaran yang berpotensi menghasilkan senyawa metabolit sekunder antibakteri. 

Ekosistem mangrove dipilih karena karakteristik lingkungannya yang kompleks 

dan kaya nutrisi organik, sehingga mendukung keberagaman mikroba fungsional. 

Metodologi penelitian meliputi isolasi bakteri melalui metode pengenceran 

bertingkat pada media Zobell Marine, dilanjutkan dengan skrining aktivitas 

antibakteri menggunakan metode difusi cakram. Isolat dengan penghambatan 

tertinggi dikarakterisasi morfologinya, kemudian dikultivasi dalam media Nutrient 

Broth (NB) untuk ekstraksi metabolit sekunder dengan pelarut etil asetat. 

Karakterisasi senyawa dilakukan menggunakan instrumen FTIR untuk identifikasi 

gugus fungsi dan LC-MS/MS untuk penentuan profil molekul senyawa aktif. 

Hasil penelitian memperoleh 26 isolat bakteri, dimana isolat MP4-P7-B3 

menunjukkan aktivitas paling signifikan dengan zona hambat 12 mm terhadap P. 

aeruginosa. Isolat ini secara morfologi memiliki kemiripan dengan genus 

Bacillus. Analisis FTIR dan KLT mengindikasikan keberadaan senyawa golongan 

siklik dipeptida. Hasil LC-MS/MS berhasil mengidentifikasi 25 profil senyawa, 

termasuk Cyclo(L-Pro-L-Val), Cyclo(Hpro-Leu), dan Cyclo(L-Phe-L-Pro) yang 

terindikasi kuat memiliki aktivitas antibakteri. Temuan ini menegaskan potensi 

bakteri sedimen mangrove lokal sebagai sumber antibiotik baru dalam mengatasi 

masalah resistensi bakteri. 

 

Kata Kunci: Antibakteri, Bacillus sp., metabolit sekunder, Pseudomonas 

aeruginosa, sedimen mangrove.



 

 

ABSTRACT 

ISOLATION OF BACTERIA FROM SEDIMENTS IN SOUTH LAMPUNG 

AND PESAWARAN MANGROVES THAT PRODUCE SECONDARY 

METABOLITE COMPOUNDS AS ANTIBACTERIAL AGENTS AGAINST 

Pseudomonas aeruginosaa 

 

By 

 

 

SAYYID AMANULLAH GANI 

 

 

Antibiotic resistance in pathogenic bacteria such as Pseudomonas 

aeruginosa poses a serious global health threat, requiring the exploration of new 

biological resources as antimicrobial agents. This study aims to isolate mangrove 

sediment bacteria from South Lampung and Pesawaran that have the potential to 

produce antibacterial secondary metabolites. The mangrove ecosystem was 

chosen because of its complex environmental characteristics and rich organic 

nutrients, which support functional microbial diversity. 

The research methodology included bacterial isolation through a stepwise 

dilution method on Zobell Marine medium, followed by antibacterial activity 

screening using the disc diffusion method. Isolates with the highest inhibition 

were characterized morphologically, then cultivated in Nutrient Broth (NB) 

medium for secondary metabolite extraction with ethyl acetate solvent. 

Compound characterization was performed using FTIR instruments for functional 

group identification and LC-MS/MS for determining the molecular profile of 

active compounds. 

The study obtained 26 bacterial isolates, of which isolate MP4-P7-B3 

showed the most significant activity with an inhibition zone of 12 mm against P. 

aeruginosa. Morphologically, this isolate is similar to the genus Bacillus. FTIR 

and KLT analyses indicated the presence of cyclic dipeptide compounds. LC-

MS/MS analysis successfully identified 25 compound profiles, including 

Cyclo(L-Pro-L-Val), Cyclo(Hpro-Leu), and Cyclo(L-Phe-L-Pro), which are 

strongly indicated to have antibacterial activity. These findings confirm the 

potential of local mangrove sediment bacteria as a source of new antibiotics in 

overcoming bacterial resistance problems. 

 

Keywords: Antibacterial, Bacillus sp., secondary metabolites, Pseudomonas 

aeruginosa, mangrove sediment.
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I. PENDAHULUAN  

 

 

 

1.1. Latar Belakang  

 

Indonesia sebagai negara kepulauan memiliki garis pantai yang panjang dan 

memiliki wilayah hutan mangrove yang luas mencapai 3,2 Juta Hektar (Kusaman, 

2011). Hutan mangrove pada pesisir pantai atau muara selain berfungsi sebagai 

penahan abrasi laut, hutan mangrove juga berperan penting sebagai penjaga 

ekosistem di wilayah pesisir untuk berbagai jenis makhluk berukuran makro 

hingga berukuran mikro, sehingga disebut juga sebagai ekosistem kompleks. 

Hutan mangrove memiliki fungsi sebagai biogeokimia, penguraian senyawa 

organik, serta sebagai pengendalian kondisi lingkungan (Wang and Lin, 2023). 

Selain itu juga,  hutan mangrove berperan penting dalam menjaga lingkungan 

wilayah pesisir dengan dibantu oleh mikroba yang hidup di dalamnya, yang 

memiliki tugas sebagai penyeimbang, dan juga penghasil senyawa metabolit 

sekunder, yang dapat berfungsi sebagai agen antibakteri, yang berperan penting 

sebagai bnetuk pertahanan diri bakteri ataupun pengontrol lingkungan (Widayat 

dkk., 2024). 

Resistensi antibiotik pada bakteri menjadi suatu permasalahan yang cukup serius 

dan perlu penanganan lebih lanjut, di antaranya yang disebabkan oleh bakteri 

Pseudomonas aeruginosa yang memiliki resistensi pada antibiotik konvensional, 

dan bakteri ini menyerang imunitas pasien yang menurun (Sukrama, 2021). Pada 

tahun 2019 sendiri penyakit yang disebabkan oleh infeksi dari bakteri resisten 

terhadap antibiotik  mencatat sekitar 1,27 orang yang meninggal akibat infeksi, 

dan sekitar 58,8% kasus kematian disebabkan oleh infeksi dari bakteri 

Pseudomonas aeruginosa (Hu and Chua, 2025). 
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Tingginya angka kematian yang disebabkan oleh infeksi bakteri resisten, 

menyebabkan diperlukan penelitian dan pengeksploran lebih lanjut untuk 

menemukan senyawa metabolit sekunder yang dapat berperan aktif dalam 

menghambat ataupun membunuh pertumbuhan dari bakteri resisten salah satunya 

bakteri resisten Pseudomonas aeruginosa.  

Pada beberapa penelitian yang telah dilakukan ekstraksi senyawa  metabolit 

sekunder dari bakteri sedimen mangrove sangat efektif dalam menghambat 

pertumbuhan atau membunuh bakteri resisten Pseudomonas aeruginosa. 

Penelitian terkait pencarian senyawa metabolit sekunder yang diproduksi dari 

bakteri dari sedimen mangrove telah dilakukan oleh Zebua et al (2020) dengan 

mengisolasi bakteri sedimen mangrove dari wilayah hutan mangrove di stasiun 

laut Dumai, yang kemudian didapatkan hasil pengujian aktivitas antibakteri dari 

isolat yang didapatkan dengan bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan 

menggunakan  metode difusi cakram yaitu didapatkan indeks zona hambat sebesar 

2,01–9,65 mm. Penelitian yang sama juga telah dilakukan oleh Sa’uddah (2023) 

dengan mengisolasi bakteri dari sedimen mangrove yang berada di wilayah 

Labuhan Maringgai, Lampung Timur, yang kemudian dilakukan pengujian 

terhadap bakteri resisten dengan menggunakan metode difusi cakram yaitu 

didapat indeks zona bening sebesar 3,12 mm.  

Hasil penelitian yang telah dilakukan menyatakan bahwa senyawa metabolit 

sekunder yang dihasilkan oleh bakteri sedimen mangrove berpotensi untuk 

dijadikan sebagai agen antibakteri baru untuk melawan resistensi yang ada pada 

bakteri, dan wilayah hutan mangrove di Lampung memiliki potensi yang cukup 

menjanjikan, sehingga dapat dilakukan eksplorasi lebih lanjut di wilayah lainnya. 

Lampung Selatan dan Pesawaran merupakan wilayah yang dekat dengan perairan 

laut dan memiliki ekosistem mangrove yang luas, dan belum banyak dilakukan 

eksplorasi di setiap wilayahnya terutama pada bakteri yang hidup di dalam 

sedimen mangrove. Oleh karena itu, penelitian ini berfokus pada pengeksploran 

dan isolasi bakteri dari sedimen mangrove wilayah Lampung Selatan dan 

Pesawaran, uji aktivitas antibakteri terhadap Pseudomonas aeruginosa, dan 

karakterisasi senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan. 
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Tujuan Penelitian  

 

 

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu :  

1. Mendapatkan bakteri sedimen mangrove dari wilayah Kabupaten Lampung 

Selatan dan Pesawaran.  

2. Mendapatkan aktivitas antibakteri dari isolat yang diperoleh. 

3. Mendapatkan senyawa metabolit sekunder dari isolat terbaik.  

4. Memperoleh morfologi dari isolat unggulan yang berpotensi sebagai penghasil 

senyawa antibakteri. 

 

1.2. Manfaat Penelitian  

 

 

Adapun manfaat dari penelitian ini yaitu : 

1. Memberikan informasi baru terkait potensi bakteri sedimen mangrove wilayah 

Kabupaten Lampung Selatan dan Pesawaran sebagai sumber senyawa 

metabolit sekunder antibakteri. 

2. Memberikan dasar bagi pengembangan senyawa antibakteri baru untuk 

mengatasi resistensi antibiotik.  

3. Menjadi referensi untuk penelitian selanjutnya pada bidang kimia, 

mikrobiologi, dan farmasi, khususnya terkait eksplorasi sumber daya hayati 

lokal untuk aplikasi Kesehatan.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA  

 

 

 

2.1. Ekosistem Mangrove  

 

 

Ekosistem mangrove dapat disebut juga sebagai ekosistem yang unik dan khas, 

hal ini disebabkan oleh letaknya yang berada pada daerah pasang surut air laut, 

toleran terhadap salinitas, dan tahan terhadap genangan, sehingga memiliki 

keragaman bentuk perakaran sebagai cara untuk beradaptasi. Ekosistem mangrove 

di alam memiliki banyak sekali manfaat untuk kehidupan di sekitarnya dan juga 

memainkan peranan penting dalam menjaga ekosistem laut (Rofi'i dkk., 2021). 

Ekosistem mangrove memiliki peranan yang penting secara ekologis, biologis, 

dan ekonomis, peranan ekosistem mangrove secara ekologi yaitu salah satunya 

untuk melindungi garis pantai dan kehidupan di belakangnya dari gempuran 

tsunami, angin kencang, karena kondisinya yang relatif rapat dan juga memiliki 

perakaran yang kuat sehingga mampu mencengkram  dan menstabilkan tanah 

tempat tumbuhnya mangrove, selain itu mangrove berperan juga dalam 

melindungi tempat buaya dan berpisahnya berbagai jenis ikan, undang komersial, 

dan burung serta hewan-hewan yang dilindungi, sekaligus tempat hidupnya 

berbagai jenis mikroba di dalamnya.  

Secara ekonomi dan sosial ekosistem mangrove juga memiliki peranan penting 

dalam kehidupan bermasyarakat dan juga meningkatkan kesejahteraan masyarakat 

dalam bidang maritim (Karminarsih, 2007). Selain itu, ekosistem mangrove juga 

memiliki peranan penting dalam menyimpan dan menyerap karbon serta memiliki 

kontribusi besar sebagai sumber karbon organik, dimana sumber karbon organik 

ini terdapat pada bagian sedimen mangrove yang kemudian dimanfaatkan oleh 

mikroba sebagai asupan nutrisi untuk hidup dan berkembang biak, yang kemudian 

dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainnya (Fadhila dkk., 2023). 
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Pemanfaatan karbon organik oleh mikroba yang ada pada sedimen ini bukan 

hanya dimanfaatkan oleh mikroba yang hidup di dalamnya akan tetapi sangat 

mempengaruhi lingkungan sekitar dari hutan mangrove dimana menyebabkan 

vegetasi yang rapat dan subur, sehingga memiliki peranan yang penting dalam 

memberikan asupan pada makhluk hidup yang ada di sekitar lingkungan 

mangrove salah satunya bakteri yang dapat berpotensi menghasilkan senyawa – 

senyawa yang dapat dimanfaatkan lebih lanjut (Velati dkk., 2024). Adapun 

gambaran dari ekosistem hutan mangrove dapat dilihat pada Gambar 1.  

Gambar 1. Ekosistem mangrove (Rahmawati dkk., 2021) 

 

.2. Bakteri Sedimen  

 

 

Bakteri merupakan salah satu golongan mikroorganisme prokariotik (bersel 

tunggal) yang hidup berkoloni dan tidak mempunyai selubung inti akan tetapi 

dapat hidup dimana saja. Bakteri sendiri diklasifikasikan menjadi dua jenis yaitu 

bakteri Gram-positif dan bakteri Gram-negatif. Beberapa jenis bakteri Gram-

positif dan negatif menjadi flora normal pada tubuh manusia, dan ada juga bakteri 

Gram-positif dan Gram-negatif seperti Pseudomonas aeruginosa  yang dapat 

menyebabkan penyakit dalam jumlah konsentrasi tertentu (Holderman et al., 

2017). Pada bakteri Gram-positif sendiri memiliki dinding sel berbentuk coccus 

dan bacillus, bakteri ini juga dapat membentuk spora guna melindungi diri dari 

lingkungan yang tidak sesuai. Pada bakteri Gram-positif dinding sel bakteri ini 

tersusun atas peptidoglikan sehingga terbentuk dinding sel yang kaku. Komposisi 

terbesar dalam peptidoglikan pada bakteri ini yaitu teichoic, asam theichuroni, 

dan berbagai macam polisakarida. 
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Sedangkan pada dinding sel bakteri Gram-negatif dinding sel bakteri Gram-

negatif ini tersusun atas peptidoglikan, namun peptidoglikan yang terkandung 

tidak sebanyak pada bakteri Gram-positif. Pada bagian luar peptidoglikan terdapat 

membran luar yang tersusun atas lipoprotein dan fosfolipid. Selain itu, sel bakteri 

ini juga mengandung lipopolisakarida. Dengan kandungan yang dimiliki sel 

bakteri Gram-negatif ini menjadikannya lebih kuat terhadap antibiotik, namun 

ketahanan mekanisnya lemah karena kadar peptidoglikan yang dikandung sedikit 

(Yulma et al., 2019). 

Bakteri dalam sedimen pada mangrove merupakan salah satu mikroba yang 

memainkan peranan penting sebagai pengurai senyawa–senyawa yang dapat 

menjadi salah satu penyebab kontaminan pada lingkungan yang terperangkap 

pada bagian sedimen di mangrove, dimana hal ini disebabkan karena bakteri yang 

hidup pada sedimen mangrove mampu mengikat N2 dari udara dan mengubah 

amonium menjadi nitrat (Yulma et al., 2019). Pada bagian sedimen sendiri ada 

beberapa bakteri umum yang sering ditemukan seperti Cellulomonas, 

Micrococcus, Arthrobacter, Rhizobia, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, 

Pseudomonas, dan Bacillus. Dimana beberapa jenis bakteri ini memiliki potensi 

untuk menghambat dan membunuh beberapa jenis bakteri patogen. Kelompok 

bakteri Actinobacteria dan Pseudomonas merupakan kelompok bakteri yang 

sangat melimpah keberadaannya dan paling banyak ditemukan pada bagian 

sedimen dekat perakaran pohon mangrove (Khairillah et al., 2024). Adapun 

ilustrasi bakteri sedimen mangrove dapat dilihat pada Gambar 2.  

Gambar 2. Salah satu bentuk bakteri sedimen mangrove (Fadhila dkk., 2023). 
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2.3. Bakteri Resisten  

 

 

Bakteri resisten terhadap antibiotik merupakan suatu fenomena dimana bakteri 

yang sebelumnya sensitif terhadap antibiotik menjadi resisten dan tidak lagi 

mudah dieliminasi dengan pengobatan standar. Salah satu penyebab utama 

resisten antibiotik ialah penggunaan antibiotik yang tidak tepat, termasuk 

penggunaan berlebihan dan tidak sesuai resep. Resistensi pada bakteri sendiri 

terjadi ketika bakteri berubah dalam satu atau lain hal yang menyebabkan turun 

atau hilangnya efektivitas obat, senyawa kimia, atau bahan lainnya yang 

digunakan untuk mencegah atau mengobati infeksi. Timbulnya resistensi terhadap 

suatu antibiotik terjadi dikarenakan oleh beberapa faktor seperti : 

a.  Bakteri mensintesis suatu enzim inactivator atau penghancur antibiotik.  

b.  Bakteri mengubah permeabilitasnya terhadap obat. 

c.  Bakteri mengembangkan suatu perubahan struktur sasaran bagi obat.  

d.  Bakteri mengembangkan perubahan jalur metabolic yang langsung dihambat 

oleh obat.  

e. Bakteri mengembangkan perubahan enzim yang tepat dapat melakukan fungsi 

metabolismenya, tetapi lebih dari pada enzim pada kuman yang rentan 

(Desrini, 2015). 

Salah satu bakteri resisten yang umum ditemukan yaitu bakteri Pseudomonas 

aeruginosa dimana bakteri ini sendiri memiliki karakteristik yaitu termasuk 

kedalam bakteri Gram-negatif, famili Pseudomonadaceae, bakteri ini sendiri tidak 

dapat melakukan fermentasi terhadap karbohidrat dan dapat bergerak aktif karena 

memiliki flagel. Bakteri Pseudomonas aeruginosa mempunyai kemampuan 

beradaptasi yang baik pada kondisi lingkungan yang minim akan nutrisi dan 

mampu menggunakan berbagai substrat untuk menunjang pertumbuhannya. 

Bakteri ini sendiri sering ditemukan di lingkungan rumah sakit baik itu di 

peralatan ataupun kolam hidroterapi, selain itu bakteri ini juga dapat ditemukan di 

tempat-tempat umum seperti kolam renang, pemandian air panas dan masih 

banyak lagi. Bakteri ini menjadi salah satu bakteri patogen yang sangat sulit 

dilakukan karena memiliki sifat yang resisten terhadap beberapa antibiotik 

(Robertus, 2024). Hal ini menyebabkan bakteri ini termasuk menjadi masalah 
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kesehatan global. Adapun gambar dari bakteri resisten Pseudomonas aeruginosa 

dapat dilihat pada Gambar 3.  

 

Gambar 3. Bakteri resisten Pseudomonas aeruginosa (Hoiby et al., 2024) 

 

2.4. Senyawa Metabolit sekunder  

 

 

Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesis oleh tumbuhan, 

jamur, bakteri, dan alga, dengan memiliki berat molekul yang rendah dengan 

berbagai jenis aktivitas biologis dan struktur kimia (Hutagalung, 2023). Selain itu, 

senyawa metabolit sekunder memainkan peranan penting dalam dinamika 

ekologis, seperti pertahanan terhadap patogen, herbivora, atau mikroba pesaing ; 

komunikasi antar organisme; serta respons terhadap berbagai tekanan lingkungan 

termasuk stress oksidatif, kekeringan, atau paparan sinar ultraviolet. Pada bidang 

bioteknologi dan farmasi, senyawa ini sendiri mendapatkan perhatian besar karena 

berpotensi sebagai antibiotik, antikanker, antiinflamasi, antivirus, antioksidan, 

atau regulator pertumbuhan tanaman. Contoh dari penerapan dalam bidang 

bioteknologi dan farmasi yaitu diantaranya artemisinin (terpenoid antimalaria), 

taksol (alkaloid antikanker), dan sejumlah poliketida serta non-ribosomal peptida 

dari mikroba (Dongoran, 2022). Selain itu, contoh lain dari senyawa metabolit 

sekunder yang umum ditemui yaitu : seperti alkaloid, flavonoid, saponin, dan 

tanin (Rumalolas dkk., 2023). Adapun bentuk struktur lewis dari senyawa 

metabolit sekunder dapat dilihat pada Gambar 4.  
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Gambar 4. Struktur lewis dari senyawa metabolit sekunder (Nabillah and 

Moralita, 2024). 

 

2.5. Isolasi Bakteri  

 

 

Mikroba pada suatu lingkungan merupakan suatu populasi campuran dari 

berbagai jenis, baik itu yang berasal dari tanah, air, udara makanan ataupun yang 

terdapat pada tubuh hewan, salah satunya yaitu bakteri. Bakteri sendiri dapat 

ditentukan dan dipelajari secara kultural, morfologi, fisiologi, dan karakteristik 

dengan cara memisahkan koloni campuran menjadi koloni tunggal atau bisa 

disebut juga dengan mengisolasi bakteri. Teknik isolasi pada bakteri sendiri 

menjadi suatu proses awal yang dilakukan untuk mengambil bakteri dari 

lingkungan asalnya ke medium atau lingkungan buatan, sehingga diperoleh biakan 

murni. Teknik isolasi sendiri dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa 

metode yaitu dengan menggunakan metode cawan gores, metode cawan tuang, 

metode sebar, dan metode micromanipulator (Sabbathini dkk., 2017). 
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Pada pengaplikasian dalam teknik isolasi metode yang sering digunakan yaitu 

metode cawan tuang dan metode cawan gores, hal ini didasarkan pada prinsip 

yang sama yaitu dengan cara melakukan pengenceran pada mikroba sehingga 

individu spesies dapat dipisahkan. Penggunaan teknik isolasi bakteri ini sendiri 

sering menggunakan medium yang berbahan nutrien. Penggunaan nutrien sendiri 

dilakukan dengan cara melihat beberapa faktor seperti apa jenis mikroba yang 

akan ditumbuhkan, dan juga karakteristik dari mikroba yang akan ditumbuhkan, 

dimana selain didorong oleh faktor dari sifat dan karakteristik dari bakteri yang 

akan ditumbuhkan, keberhasilan penumbuhan bakteri juga berpengaruh dari 

kandungan nutrisi dalam medium buatan dan beberapa faktor yang dapat 

menyerupai lingkungan aslinya. Selain itu, luas dari wadah pertumbuhan yang 

berisi media juga menjadi faktor pendukung lainnya sehingga biasanya digunakan 

cawan petri, dan untuk melindungi hasil isolasi dari kontaminan diperlukan juga 

wadah dan penutup yang steril dan kedap udara, hal ini menjadi salah satu faktor 

pendukung yang dapat menyebabkan kontaminasi terjadi (Octaviana et al., 2022). 

 

2.6. Kultivasi Bakteri  

 

 

Kultivasi bakteri  menjadi salah satu proses pengembangbiakan mikroba secara 

terkontrol dengan menggunakan media pertumbuhan yang sesuai, dengan tujuan 

untuk memperoleh jumlah sel yang cukup untuk analisis lebih lanjut. Proses 

kultivasi sendiri dilakukan pada medium padat (agar) ataupun medium cair 

(broth) yang kaya akan nutrien dan dirancang agar memenuhi kebutuhan karbon, 

nitrogen, mineral, serta vitamin spesifik untuk bakteri target. Dalam kultivasi 

bakteri keberhasilan kultur ditentukan oleh empat parameter utama yaitu, 

komposisi media, suhu inkubasi, gugus oksigen (aerob/anaerob) dan durasi 

pertumbuhan (Khuntia, 2021).  

Salah satu cara mengkultivasi bakteri yaitu dengan menggunakan kultur klasik, 

dimana penggunaan media baik padat atau cair. Kultivasi yang umum sering 

digunakan yaitu dengan menggunakan media cair (liquid broth) dimana media ini 

memberikan lingkungan pertumbuhan yang homogen dan optimal bagi mikroba, 
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hal ini sendiri disebabkan oleh tersedia secara merata dalam medium, sehingga sel 

bakteri dapat tumbuh lebih cepat dan seragam. Penggunaan media cair juga 

memungkinkan produksi biomassa dalam jumlah real time, yang dapat 

memudahkan dilakukannya analisis dalam pertumbuhan bakteri dalam skala 

laboratorium ataupun industrial. Selain itu, penggunaan media cair dapat 

memberikan fleksibilitas dalam mengatur kondisi aerasi sesuai kebutuhan bakteri 

baik melalui agitasi maupun aerasi sesuai kebutuhan mikroba (Matsumoto et al., 

2024).  

 

2.7. Uji Antibakteri  

 

 

Untuk mengevaluasi aktivitas suatu senyawa terhadap pertumbuhan mikroba 

diperlukan pengujian antibakteri, dengan dilakukannya pengujian ini ditujukan 

untuk menentukan apakah suatu agen memiliki efek bakteriostatik (menghambat 

pertumbuhan) atau bakterisidal (membunuh bakteri) dalam pengujian anti bakteri 

sendiri dapat dilakukan dengan beberapa metode seperti dilusi dalam cairan (broth 

dilution) dimana metode ini digunakan untuk menghitung Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) atau bisa disebut juga dengan menghitung konsentrasi 

terendah yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri secara visual, selain itu 

metode ini juga digunakan untuk menghitung Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC) dengan cara penanaman ulang ampel dari MIC ke media 

agar untuk mendeteksi viabilitas sel hingga kurang lebih 99,9 % mati (Bento dkk., 

2021). Uji MIC menjadi salah satu teknik pengujian kuantitatif yang banyak 

digunakan untuk menentukan konsentrasi terendah suatu senyawa antibakteri 

yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri secara visual dalam kondisi in 

vitro. Penggunaan metode ini sendiri dilakukan dengan menggunakan metode 

dilusi dalam medium cair (Broth dilution) (Benkova et al., 2020). 

Selain itu metode Disk diffusion (Kirby-Bauer) menjadi salah satu metode yang 

banyak digunakan dalam uji skala laboratorium dimana hal ini melibatkan 

penempatan cakram kertas berisi antibiotik pada permukaan agar yang diinokulasi 

bakteri, dimana hasil perolehannya yaitu berupa diameter zona hambat yang 
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terbentuk yang kemudian digunakan untuk mengklasifikasikan mikroba sebagai 

sensitif intermediet dan resisten (McCarley and Becerra, 2025). Metode lain yang 

sering digunakan juga yaitu mencakup metode well diffusion, agar dilution, 

penggunaan time kill kinetics, resazurin assay, co-culture, atau TLC-

Bioautography yang dimana metode ini bergantung pada kompleksitas sampel, 

kecepatan analisis, sensitivitas, dan sumber daya yang tersedia (Hossain, 2024).  

 

2.8. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 

 

 

Kromatografi merupakan salah satu teknik analisis yang banyak digunakan untuk 

memisahkan komponen-komponen dalam suatu campuran yang didasarkan dari 

perbedaan interaksi antara dua fase yaitu fase diam (stationary phase) dan fase 

gerak (mobile phase), sehingga memungkinkannya terjadi identifikasi secara 

kuantifikasi zat penyusunnya akibat adanya pergeseran fase gerak yang membawa 

sampel melintasi fase diam. Kromatografi sendiri  dalam penerapannya 

diklasifikasikan dalam beberapa jenis yang ditentukan dari mekanisme 

pemilihannya seperti : Kromatografi kolom (column chromatography), 

kromatografi pertukaran ion (ion exchange chromatography), kromatografi 

eksklusi ukuran atau gel permeation ion, kromatografi afinitas (affinity 

chromatography), kromatografi kertas (paper chromatography), kromatografi 

lapis tipis (TLC), kromatografi gas (GC), kromatografi cair kinerja tinggi 

(HPLC/UHPLC/UPLC) (Rushikesh, 2024). Salah satu jenis metode kromatografi 

yang sering digunakan yaitu kromatografi lapis tipis, yang dimana metode ini 

digunakan untuk memisahkan, atau mengidentifikasi serta untuk melihat dan 

mengecek kemurnian suatu senyawa dalam suatu campuran. Metode ini sendiri 

bekerja dengan cara mendistribusikan diferensial komponen – komponen 

campuran antara dua fase: fase diam berupa lapisan tipis adsorben yang kemudian 

dilapisi pada plat  yang berbahan kaca, plastik, ataupun alumunium, serta fase 

gerak berupa pelarut ataupun campuran pelarut yang bergerak secara kapiler 

melalui lapisan adsorben.  
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Pada metode kromatografi lapis tipis, sampel dalam bentuk larutan diaplikasikan 

sebagai noktah kecil di bawah plat, dan ketika pelarut bergerak naik karena aksi 

kapiler, komponen-komponen pada sampel akan terbawa dengan kecepatan yang 

bervariasi tergantung pada polaritas dan afinitas larutan sampel pada fase diam 

dan fase gerak. Hal ini terjadi karena komponen yang memiliki sifat yang lebih 

polar akan lebih tertahan oleh fase diam, sedangkan yang kurang polar akan lebih 

mudah terbawa oleh fase gerak dan menghasilkan perbedaan jarak migrasi yang 

dapat dihitung sebagai Rf (retardation factor) (Kowalska, 2022). Nilai Rf pada 

metode kromatografi lapis tipis sendiri menjadi parameter numerik yang 

digunakan untuk melihat sejauh mana senyawa mengalami pergeseran relatif 

terhadap front pelarut. Dalam teknisnya nilai Rf dihitung dengan cara membagi 

jarak yang ditempuh oleh senyawa dengan jarak yang ditempuh oleh front pelarut 

dengan menggunakan persamaan berikut:  

𝑅𝑓 =  
𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑠𝑒𝑛𝑦𝑎𝑤𝑎  

𝑗𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑜𝑙𝑒ℎ 𝑒𝑙𝑢𝑒𝑛 
 

Dalam metode analisis menggunakan kromatografi lapis tipis nilai Rf memiliki 

rentan nilai bervariasi antara 0 dan 1, dimana jika nilai yang didapatkan lebih 

rendah, dapat diartikan bahwa senyawa yang terkandung dalam sampel berikatan 

kuat dengan fase diam dan bermigrasi sedikit, sedangkan jika nilai mendekati nilai 

1 maka senyawa yang terkandung dalam sampel mempunyai afinitas yang lebih 

besar terhadap fase gerak. Dimana nilai yang dihasilkan ini sangat bergantung 

pada polaritas fase diam dan komposisi pelarut, serta kondisi pada sampel seperti 

ketebalan lapisan adsorben, suhu, kelembaban, dan saturasi ruang pengembangan 

(Xu et al., 2025). 

 

2.9. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

 

 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) menjadi salah satu teknik 

analisis yang memanfaatkan interaksi cahaya infra merah dengan molekul untuk 

mengidentifikasi gugus fungsi serta struktur molekul melalui spektrum 

penyerapan sebagai “fingerprint” molekuler. Dimana prinsip kerja dari instrumen 
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ini yaitu dengan mengarahkan sinar inframerah ke interferometer, yang kemudian 

dibagi menjadi dua berkas cahaya yang diarahkan pada cermin tetap, dan pada 

cermin bergerak, yang kemudian digabungkan kembali membentuk interferogram. 

Melalui transformasi Fourier, interferogram kemudian diubah menjadi spektrum 

absorbansi terhadap bilangan gelombang (wavenumber) antara 400–4000 cm-1, 

yang mewakili mode vibrasi ikatan kimia yang ada dalam sampel (Kamnev and 

Tugarova, 2023). Adapun bilangan gelombang gugus fungsi pada FTIR dapat 

dilihat pada Tabel 1.  

Tabel 1. Bilangan Gelombang gugus fungsi pada FTIR (Tiquia et al., 2023). 

Gugus fungsi Bilangan gelombang cm-1 

Puncak ikatan  C−H 

Regangan ikatan C−𝐻 pada  Alkana 2.850 – 2.960 

Regangan ikatan C−𝐻 pada Alkena 3.010 – 3.100 

Regangan ikatan C−𝐻 pada Alkuna 3.300 

Puncak puncak O−H dan N−H 

Regangan ikatan O−𝐻 pada Alkohol dan fenol  O−𝐻 3.200 – 3.600 

Regangan ikatan O−𝐻 pada Asam karboksilat 2.500 – 3.300 

Amina N− 𝐻 3.300 – 3.500 

Puncak Ikatan C =O 
Keton dan aldehid 1.680 - 1.750 

Regangan ikatan 𝐶 = 𝑂 pada Asam karboksilat 1.700 – 1.750 

Regangan C = O pada amida 1.630 – 1.690 

Puncak ikatan C−N 

Gugus aromatic 1.300-1.350 

Gugus alifatik 1.000-1.300 

Puncak gugus C=C 

Gugus C=C pada alkena 1.620-1.680 

Gugus C=C pada aromatic 1.450-1.600 

Puncak getaran pada ikatan N−H 

Getaran ikatan N−H pada amina 1.560-1.640 

Getaran ikatana N−H pada amida 1.550-1.670 

Puncak getaran pada C−H 

Getaran ikatan C−H pada alkana 1.370-1.470 

Getaran ikatan C−H pada alkena 960-1.200 

Puncak getaran pada ikatan O−H 

Getaran ikatan O−H  pada alkohol dan fenol 1.350 – 1.450 

Puncak area fingerprint 700 - 900 

 

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

 

 

Liquid Chromatography Mass Spectroscopy (LC-MS/MS) merupakan suatu 

teknik analisis yang berfungsi dalam mengidentifikasi suatu senyawa berdasarkan 

ikatan peptida yang terbentuk dalam suatu senyawa  dengan cara memisahkan, 
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serta mengukur senyawa secara kuantitatif pada tingkat sensitivitas dan 

selektivitas yang tinggi. Prinsip kerja Liquid Chromatography Mass Spectroscopy 

(LC-MS/MS) yaitu dengan cara memisahkan sampel kompleks  berdasarkan 

interaksi yang terjadi antara tiap komponen penyusun sampel dengan fase diam 

dan fase gerak dalam kolom, sehingga menghasilkan waktu retensi yang unik, 

yang kemudian senyawa yang telah melewati kolom akan mengalami ionisasi 

ketika melalui Electroscopy ionization (ESI) yang kemudian berubah menjadi ion 

bermuatan yang kemudian memasuki spectrometer. Pada teknik Tandem Mass 

Spectrometry (MS/MS) dilakukan dengan dua tahap pengerjaan yaitu tahap ion 

prekursor (MS1) yang dipilih berdasarkan massa ke muatan (m/z) tertentu, yang 

kemudian akan mengalami proses fragmentasi menggunakan gas inert, yang 

kemudian dilakukan analisis lebih lanjut di MS2 untuk mengonfirmasi identitas 

struktural yang didapatkan pada sampel (Rao, 2024).



 

 

 

 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN  

 

 

 

3.1. Lokasi Penelitian  

 

 

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Oktober 2024 hingga November 2025 

di laboratorium Biokimia Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu 

Pengetahuan Alam Universitas Lampung, dan di Unit Penunjang Akademik 

Laboratorium Terpadu Universitas Lampung. Analisis FTIR telah dilakukan di 

Unit Penunjang Akademik Laboratorium Terpadu Universitas Lampung, Analisis  

LC-MS/MS di Laboratorium Forensik Bogor.  

 

3.2. Alat dan Bahan  

 

 

Adapun alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu: alat-alat gelas, 

Erlenmeyer, botol vial, corong pisah, pipet tetes, pinset, microtube, mikropipet 

Dragon Lab, microtip, plat silika gel 60 F254 Merck, Bunsen, hot plate, neraca 

analitik DJ-V110A lucky, shaker Labtech, autoclave GEA LS-35 L EDAM 63, 

rotary evaporator Buchi, pipa kapiler, Chamber, laminar air flow Airtech, lemari 

asam, inkubator P’selecta, Freezer Lab freez, lemari pendingin, jarum ose, 

Bunsen, instrumen Liquid Chromatography Mass Spectroscopy ( LC-MS/MS), 

instrumen Fourier Transform Infrared (FTIR), Coolerbox, sendok steril, plastik 

steril, dan Microskop.  

Adapun bahan – bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sedimen 

mangrove dari Kawasan ekosistem mangrove wilayah Lampung Selatan dan 

wilayah Pesawaran, yeast extract, peptone water, Zobell Marine, Mueller 

Hinton, agar, akuades, NaCl, spiritus, alkohol 70%, NaOH, HCl pekat, etil 

asetat, metanol teknis, metanol 12,5 %, n-heksana teknis, Diclorometane PA, 
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Ketokonazole, chloramphenicol, Ciprofloxacin, dan patogen bakteri resisten 

Gram-Negatif (P. aeruginosa). 

 

3.3. Metode Penelitian  

 

 

3.3.1. Pengambilan sampel  

 

 

Pada penelitian ini sampel sedimen mangrove diambil di tiga tempat berbeda 

dengan tujuan untuk mendapatkan data dengan variabilitas yang lebih luas, dan 

teknik pengambilan sampel dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan oleh 

Huang et al (2020) yaitu pengambilan di tiga kawasan hutan mangrove sekitar 

wilayah Lampung Selatan, dan dua kawasan hutan mangrove Kabupaten 

Pesawaran. Pengambilan sedimen mangrove dilakukan dengan mengambil bagian 

sedimen di kedalaman 5-10 cm, yang selanjutnya dimasukkan ke dalam kantong 

ziplock steril untuk mencegah kontaminasi. Setelah dilakukan pengambilan semua 

sampel disimpan di dalam cool box dengan suhu 4oC hingga dipindahkan ke 

laboratorium untuk dilakukan proses lanjutan yaitu isolasi. 

 

3.3.2. Pembuatan media agar dan media cair  

 

 

Bakteri laut memiliki keunikan dibandingkan dengan bakteri pada umumnya yang 

dimana bakteri ini hidup dalam lingkungan yang ekstrim dengan salinitas yang 

tinggi dengan kadar konsentrasi sebanyak 35% untuk tumbuh dan berkembang 

biak secara optimal menurut Tapilatu (2016). Sehingga dari hal tersebut 

menyebabkan penggunaan bahan NaCl sangat diperlukan, salah satunya pada 

media pertumbuhan bakterinya. Pada pembuatan media dimulai dengan 

melakukan sterilisasi alat berdasarkan metode yang dilakukan oleh Wondal et al 

(2019) dengan dilakukan beberapa modifikasi, sterilisasi media dan alat dilakukan 

di autoclave dengan menggunakan suhu 121oC dengan waktu 15 menit dengan 

tekanan 1 atm.  
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a. Media Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth (NB) 

Penggunaan media padat dan media cair  yaitu media NA dan NB dalam 

penelitian digunakan sebagai media pertumbuhan dan juga media inokulasi 

bakteri, penggunaan media NA dan NB sendiri sendiri didasarkan karena media 

NA dan NB memiliki nutrisi yang penting yang digunakan sebagai sumber 

protein, nitrogen, vitamin, dan juga karbohidrat yang dibutuhkan oleh bakteri 

untuk tumbuh dan berkembang biak, salah satunya pada bakteri Gram-negatif P. 

aeruginosa. Pembuatan media sendiri dilakukan dengan beberapa modifikasi yang 

didasarkan dari penelitian yang telah dilakukan oleh Sri dkk (2024) dengan 

membuat media sebanyak 100 ml, dibuat dengan mencampurkan 0,5 gram pepton, 

1 gram NaCl, 2 gram yeast extract, 1,5 gram agar powder, dan 100 ml akuades 

dalam Erlenmeyer 250 ml dan media Nutrient Broth (NB) sebanyak 100 ml, 

dibuat dengan cara yang sama akan tetapi tanpa ditambahkan agar powder 

(Adlina dkk., 2021). 

b.  Media Muller Hinton (MH) 

Media MH merupakan salah satu media yang sering dipakai dalam uji aktivitas 

antibakteri terutama pada uji aktivitas antibakteri dengan metode modifikasi 

Kriby-Bauer, yang dimana media ini memiliki karakteristik yang optimal dalam 

mendukung pertumbuhan bakteri patogen non-fastidious dan difusi antimikroba 

yang konsisten (Girardello et al., 2012). Dalam pengujian aktivitas antibakteri 

media MH dibuat dengan takaran 100 ml, dengan dilakukan pencampuran 3,8 

gram Muller Hinton, 1 gram NaCl, dan 100 mL akuades dalam Erlenmeyer 250 

mL (Zebua et al., 2020). 

c. Media Zobell Marine (ZM)  

Pengisolasian bakteri dan juga pemurnian bakteri sedimen mangrove dengan 

menggunakan media yang mengandung kadar garam yang tinggi, dan salah 

satunya media yang digunakan yaitu media ZM, media ZM sendiri digunakan 

karena memiliki keunggulan yaitu komposisi di media memiliki kemiripan 

dengan kondisi lingkungan laut, yang dimana media ini memiliki kandungan 

garam, nutrisi organik, dan mineral esensial, sehingga membuat bakteri laut dapat 

menghasilkan koloni yang lebih optimal ketika dilakukan inkubasi (Rosmaniar 
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dkk., 2021). Pada penelitian ini pembuatan media dilakukan berdasarkan dengan 

petunjukkan penggunaan bahan yang diberikan oleh Central drugs House, dengan 

jumlah yang disesuaikan. Media ZM dibuat sebanyak 100 mL, dengan cara 

mencampurkan 5,525 gram Zobell Marine, 1,5 gram agar powder, 1 gram NaCl 

powder, dan 100 ml akuades ke dalam Erlenmeyer 250 mL. Setelah semuanya 

tercampur, kemudian dilakukan sterilisasi menggunakan autoclave, yang setelah 

steril media ZM dimasukkan ke dalam Laminar Air Flow (LAF) dan kemudian 

dituangkan kedalam cawan petri, dan ditunggu hingga mengeras pada suhu kamar 

(Zebua et al., 2020).  

 

3.3.3. Isolasi bakteri dari sedimen mangrove dan Pemurnian Isolat 

 

 

Sebelum dilakukan isolasi bakteri terhadap sampel sedimen mangrove, diperlukan 

perlakuan khusus yaitu dengan melakukan pengenceran bertingkat, dimana 

pengenceran ini bertujuan untuk mengurangi jumlah mikroba pada sampel, 

berdasarkan rujukan dari Maatoke et al (2024) dilakukan pengenceran bertingkat 

hingga 10-7 dengan cara ditimbang 1 gram sampel dan dilarutkan kedalam 10 mL 

aquades steril yang kemudian dihomogenkan setelah itu, diambil 1 mL sampel 

yang telah diencerkan dan dimasukkan kedalam tabung reaksi berisi 9 mL 

aquades steril dan dilakukan pengulangan sebanyak tujuh kali hingga didapatkan 

faktor pengenceran sampai 10-7, setelah itu diambil 100 𝜇l sampel dan kemudian 

dituangkan kedalam media agar selektif, dan dilakukan Teknik penyebaran diatas 

media, dan kemudian ditutup dengan plastik wrap dan diinkubasi dalam posisi 

terbalik di dalam inkubator selama 3×24 jam.  

Setelah didapatkan bermacam-macam koloni, kemudian dilakukan pemurnian 

dengan cara diambil 1 ose bakteri, dengan jarum ose yang telah dipanaskan 

hingga pijar sebanyak tiga kali diatas bunsen, kemudian digoreskan sampel 

dengan metode kuadran dan dilakukan inkubasi kembali dalam inkubator selama 

1×24 jam hingga didapatkan koloni tunggal untuk dilakukan proses lebih lanjut 

(Fadhila dkk., 2023). 
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3.3.4. Skrining aktivitas antibakteri dari isolat  

 

 

Hasil solat yang telah dimurnikan dan mendapatkan isolat tunggal kemudian akan 

dilakukan proses skrining senyawa metabolit sekunder dan antibakteri, pada 

proses ini menggunakan rujukan dari Anggraini dkk (2021) dengan beberapa 

modifikasi yaitu dilakukan peremajaan pada isolat yang akan digunakan dalam 

media ZM yang kemudian diinkubasi selama 1×24 jam yang kemudian isolat 

diambil sebanyak 1-2 ose isolasi dan di inokulasi ke dalam media cair NB, dengan 

tujuan untuk memfasilitasi pertumbuhan dan produksi senyawa metabolit 

sekunder, yang nantinya tahap ini akan digunakan untuk memasuki tahap 

berikutnya. Setelah dilakukan inokulasi, inokulum yang didapatkan kemudian 

dilakukan uji aktivitas antibakteri dengan menggunakan bakteri uji yaitu P. 

aeruginosa dengan cara melakukan invasi senyawa metabolit sekunder ke dalam 

kertas disk untuk ditanami dalam petridish yang telah berisi bakteri uji, yang 

kemudian dilakukan pengamatan dengan mengukur diameter dari zona bening 

yang terbentuk untuk dilakukan pengkategorian.  

 

3.3.5. Karakterisasi morfologi bakteri terpilih  

 

 

Isolat terpilih yang mempunyai kemampuan menghasilkan senyawa metabolit 

sekunder antibakteri terbaik selanjutnya akan diidentifikasi morfologinya 

menggunakan pewarnaan gram dan karakteristik lainnya berdasarkan pada 

Bergey’s Manual Of determinative Bacteriology, pewarnaan gram akan 

memberikan informasi mengenai karakter Gram-positif dan karakter Gram-

negatif. Sedangkan identifikasi berdasarkan manual tersebut akan memberikan 

informasi tentang morfologi sel, ukuran, dan susunan bakteri. Selanjutnya 

dilakukan pengamatan mikroskopis, digunakan mikroskop Axio Zeiss A1P dengan 

beberapa modifikasi. Isolat bakteri yang telah diisolasi pada media NA, Zobell 

Marine, dan Mueller Hinton yang kemudian diamati dibawah mikroskop untuk 

mengamati struktur dari isolat. Karakteristik morfologi ini akan digunakan untuk 

mengidentifikasi jenis mikroba yang terlibat (Kusumadewi dkk., 2025). 
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3.3.6. Ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari isolat bakteri terpilih  

 

 

Untuk melakukan ekstraksi senyawa metabolit sekunder pada isolat terpilih, 

dilakukan dengan cara bakteri diinkubasi dalam media cair NB dengan kondisi 

lingkungan teroptimasi selama 1×24 jam yang kemudian dipindahkan inokulum 

yang didapatkan ke dalam media cair dengan skala yang lebih besar yang 

kemudian dilakukan fermentasi selama 5×24 jam dalam kondisi statis dengan 

keadaan suhu ruangan dan di ruang gelap hingga didapatkan supernatan. 

Supernatan yang diperoleh kemudian dicampurkan dengan pelarut organik yaitu 

etil asetat dan dihomogenkan untuk kemudian dibiarkan mengalami proses 

maserasi, dan setelah itu dilakukan pemisahan dengan menggunakan corong 

pisah. Setelah dilakukan pemisahan antara fase organik dengan fase air yang 

berasal dari media, kemudian dilakukan penguapan dengan rotary evaporator 

pada suhu rendah (40oC–50oC) sehingga menghasilkan ekstrak kasar (Isleem et 

al., 2025).  

Penggunaan pelarut etil asetat dalam ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari 

bakteri sedimen mangrove sendiri dibanding dengan pelarut organik lainnya, hal 

ini dikarenakan pelarut etil asetat merupakan pelarut semipolar, sehingga mampu 

mengekstrak senyawa metabolit sekunder dari bakteri secara lebih spesifik. 

Dibandingkan dengan metanol yang memiliki sifat polar yang mudah melarutkan 

senyawa primer, sehingga hasil ekstrak menjadi  kurang spesifik, sedangkan 

pelarut kloroform memiliki sifat non-polar yang lebih terbatas dalam melarutkan 

senyawa metabolit sekunder yang bersifat polar. Selain itu, pelarut etil asetat juga 

memiliki titik didih yang rendah sehingga lebih mudah menguap, sehingga mudah 

dalam pemekatan sehingga tidak merusak senyawa aktif, selain itu pelarut etil 

asetat juga memiliki tingkat toksisitas rendah dibandingkan dengan pelarut 

metanol dan juga kloroform (Sukandar dkk., 2022). 
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3.3.7. Uji aktivitas antibakteri dengan uji difusi cakram  

 

 

Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak dari isolat bakteri laut menggunakan difusi 

cakram diproses dengan cara mengukur diameter zona bening (clear zone). 

Adanya diameter zona bening menunjukkan respon penghambatan pertumbuhan 

bakteri dalam suatu antibakteri (Mardiana dkk., 2020). Penentuan aktivitas 

antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode uji antagonis dengan cara 

cakram isolat dari supernatan hasil ekstraksi bakteri dipersiapkan dengan 

konsentrasi tertentu yang telah diinkubasi pada media. Setelah itu ditempatkan di 

permukaan media MH yang telah berisi bakteri uji yaitu P. aeruginosa pada 

cawan terpisah. Untuk mengontrol, digunakan cakram yang telah direndam 

dengan kloramfenikol sebagai kontrol positif, sedangkan cakram yang direndam 

dengan menggunakan metanol untuk kontrol negatif, yang kemudian dilakukan 

inkubasi selama 3×24 jam dengan suhu 34oC, kemudian masing–masing isolat 

diamati setiap 24 jam untuk melihat kemampuan penghambatan pada bakteri uji 

yang ditandai dengan terbentuknya zona bening disekitar cakram uji dan diukur 

zona bening yang terbentuk. Pada pengujian aktivitas antibakteri menggunakan 

metode difusi cakram gunakan juga kontrol positif dan juga negatif, penggunaan 

kontrol ini sebagai pembanding antara aktivitas antibiotik yang efektif dengan 

sampel yang digunakan sebagai bahan pengujian, sedangkan kontrol negatif 

sendiri digunakan untuk melihat pelarut yang digunakan apakah ada sifat toksik 

pada bakteri penguji atau tidak agar data yang dihasilkan bersifat valid. 

 

3.3.8. Uji kromatografi lapis tipis (KLT) pada hasil ekstrak kasar dan 

kromatografi kolom dari isolat terpilih 

 

 

Analisis kromatografi lapis tipis pada ekstrak kasar yang didapatkan dilakukan 

dengan menggunakan rujukan dari Mierza dkk (2023) dengan beberapa 

modifikasi, yaitu dengan cara ekstrak dilarutkan pada pelarut yang sesuai, dan 

kemudian digunakan plat silika gel GF 254 sebagai fase diam, dan n-heksana : etil 

asetat dengan perbandingan 7:3, setelah itu ekstrak yang telah dilarutkan 

kemudian ditotolkan dengan pipa kapiler pada plat KLT dan kemudian 

dimasukkan ke dalam chamber yang sudah dijenuhkan, dan ditutup rapat, setelah 
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itu ditunggu proses elusi hingga fase gerak membasahi plat silika gel hingga batas 

atas pengembanng yang telah di tentukan. Setelah elusi selesai plat kemudian 

diamati kembali dengan sinar ultraviolet dengan panjang gelompang 254 nm. 

Setelah itu diberikan pereaksi seperti , serium sulfat, dragendorf, dan ninhidrin, 

dan kemudian dipanaskan sehingga memunculkan pola kromatogram, dan 

kemudian dicatat dan dihitung nilai Rf masing masing noda yang terbentuk.  

Perhitungan nilai Rf sendiri dapat menentukan bagaimana keadaan sampel yang 

dimiliki dengan melihat beberapa kondisi, dimana jika kondisi KLT menampilkan 

komponen spot tervisualisasi berpindah dari Rf lebih dari 0,6 maka menghasilkan 

pemisahan yang sedikit, dan tentu saja lebih banyak terelusi dari beberapa fraksi 

yang pertama, sementaara itu  jika nilai Rf dibawah 0,2 maka senyawa tidak 

bergerak sama sekali yakni bertahan pada atas kolom. Dalam situasi yang sama, 

jika senyawa metabolit sekunder terdeteksi terdapat pada spot senyawa diantara 

0,2-0,6 maka senyawa tersebut dapat dimurnikan dengan kromatografi kolom 

(Mustava, 2024). 

 

3.3.9. Karakterisasi hasil ekstraksi dengan FTIR  

 

 

Pengkarakterisasian senyawa metabolit sekunder yang didapatkan dari isolat 

bakteri dari sedimen dengan menggunakan FTIR, dengan metode yang dijelaskan 

oleh Nandiyanto dkk (2019) yaitu analisis dilakukan pada daerah spektrum FTIR 

tengah (4000-200 cm-1). Dalam melakukan analisis menggunakan FTIR, yang 

dilakukan yaitu pertama mengidentifikasi jumlah pita serapan, dimana ketika 

sampel menghasilkan pita serapan kurang dari lima maka sampel yang dianalisis 

merupakan senyawa organik sederhana dengan berat molekul kecil, sedangkan 

ketika hasil analisis mengeluarkan data lebih dari lima pita serapan maka sampel 

merupakan senyawa komplek. Setelah diukur pada daerah spektrum 4000–200 

cm-1 berikutnya dilakukan pengukuran pada daerah single bond, lalu setelah 

dianalisis di daerah single bond, kemudian dilakukan analisis kembali pada daerah 

double bond dimana daerah ini dapat berupa ikatan karbonil, dan kelompok imina. 

Setelah dilakukan analisis di daerah double bond dilakukan analisis Kembali pada 
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daerah fingerprint dimana daerah ini biasanya spesifik dan unik, dan setelah 

didapatkan hasil dari analisis kemudian dilakukan perbandingan dengan data 

perbandingan standar. 

 

3.3.10. Karakterisasi hasil ekstraksi menggunakan Liquid Chromatography 

Mass Spectroscopy / Mass Spectroscopy (LC-MS/MS) 

 

 

Pengkarakterisasian fraksi aktif dengan menggunakan Chromatography – Mass 

Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) berdasarkan penjelasan dari 

Septaningsih etal. (2018) sampel yang sudah dimurnikan kemudian dilarutkan 

dalam metanol, yang selanjutnya sampel disuntikkan ke dalam sistem LC-

MS/MS. Informasi yang akan diberikan oleh spectrophotometry LC-MS/MS 

nantinya akan berupa spectrum (puncak kromatogram) dan juga informasi terkait 

waktu retensi yang sesuai dimana hal ini mengindikasikan bahwa telah terjadi 

pemisahan komponen – komponen dalam fraksi berdasarkan kepolarannya. 

Setelah analisis pada sistem Liquid Chromatography (LC) kemudian dilanjutkan 

ke dalam sistem spektrofotometri massa (MS/MS), dimana hasil yang diperoleh 

meliputi spektrum massa dari setiap komponen berupa rasio massa terhadap 

muatan (m/z). data yang telah didapatkan kemudian akan ditransfer ke komputer 

dan diolah datanya dengan software masslynx untuk mengidentifikasi komponen 

senyawa metabolit sekunder dalam fraksi. Dari hasil proses pengolahan data ini 

nantinya akan menghasilkan data akhir berupa informasi spektrum massa yang 

meliputi hubungan antara rasio massa terhadap muatan (m/z) dengan intensitas 

puncak. Setelah informasi didapatkan kemudian dilakukan perbandingan dengan 

database yang ada pada website chemspider atau pubchem. 
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3.4. Diagram Alir  

 

 

Skema penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 5 

 

 

 

 

Gambar 5. Skema penelitian 



 

 

 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN  

 

 

 

5.1. Kesimpulan  

 

 

Adapun kesimpulan yang didapat dari penelitian ini  yaitu sebagai berikut  : 

1. Diperoleh dari hasil isolasi bakteri pada sampel sedimen mangrove di hutan 

mangrove Kabupaten Lampung Selatan dan Pesawaran sebanyak 26 Isolat.  

 

2. Hasil skrining terhadap dua puluh enam isolat dari dua Kawasan hutan 

mangrove yaitu wilayah Kabupaten Lampung Selatan dan Pesawaran 

didapatkan satu isolat terbaik yaitu isolat MP4-P7-B3, yang memiliki aktivitas 

antibakteri yang kuat untuk menghambat pertumbuhan bakteri uji yaitu P. 

aeruginosa  sebesar 12 mm. 

 

3. Hasil identifikasi senyawa metabolit sekunder menggunakan LC-MS/MS 

didapatkan 26 puncak pada kromatogram dan didapatkan 25 profil senyawa 

dengan 4 senyawa yang terindikasi memiliki potensi sebagai senyawa 

metabolit sekunder yang berperan sebagai antibakteri terhadap bakteri P. 

aeruginosa yaitu Cyclo (L-Pro-L-Val), Cyclo (Hpro-Leu),3-sec-Butyl-

pyrrolopiperazine-1,4-dione, Cyclo (L-Phe-L-Pro). 

 

4. Isolat MP4-P7-B3 diprediksi memiliki kemiripan dengan bakteri genus 

Bacillus, dengan memiliki warna koloni kuning membayang, bersifat Gram-

positif, dan berbentuk batang.   



53 
 

5.2. Saran 

 

 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, penulis memberikan saran sebagai 

berikut: 

 

1. Pada isolat MP4-P7-B3 perlu dilakukan analisis filogenetik (16S rRNA 

squencing) untuk mengetahui spesies bakteri secara lebih akurat.  

2. Perlu dilakukan analisis gen clusters menggunakan PCR untuk mengetahui 

kelompok gen pada isolat MP4-P7-B3  

3. Perlu dilakukan pengembangan lebih lanjut menggunakan Docking molecular 

untuk melihat lebih lanjut senyawa yang cocok untuk di tindak lanjuti sebagai 

bahan obat.  
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