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ABSTRACT

STUDY ON THE USE OF ACTIVE COMPOUNDS FROM THE FUNGUS
Lasiodiplodia theobromae ON MALTASE ACTIVITY IN MUNG BEAN
SPROUTS (Vigna radiata L.)

By

RIFQI FAWAZ ULLOH YAZEID

This study aims to determine the effect of the active compounds from the fungus
Lasiodiplodia theobromae on the activity of the maltase in mung bean sprouts. The
experiment used a single-factor Randomized Complete Block Design (RCBD),
where the best fraction from the extraction results-indicated by the highest
germination rate-was further tested for maltase activity at six concentration levels:
0 ppm (control), 0.25 ppm, 0.5 ppm, 0.75 ppm, 1 ppm, and 1.25 ppm, with each
treatment repeated four times. Data were analyzed using analysis of variance to
estimate error and determine significance between treatments, followed by the
Least Significant Difference (LSD) test at the 5% level. The results showed that the
active compounds of L. theobromae significantly affected maltase activity, with the
concentration of 0.5 ppm yielding the best result by maintaining enzyme activity at
(0.406 p/mL), which was not significantly different from the control (0.430 u/mL).
Furthermore, this treatment supported optimal sprout growth, producing the
second-highest number of germinated seeds (22.25 seeds) by day 7, while
maintaining good sprout vigor without any symptoms of inhibition
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ABSTRAK

KAJIAN PENGGUNAAN SENYAWA AKTIF JAMUR Lasiodiplodia
theobromae TERHADAP AKTIVITAS MALTASE KECAMBAH KACANG
HIJAU (Vigna radiata 1.)

Oleh

RIFQI FAWAZ ULLOH YAZEID

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh senyawa aktif jamur
Lasiodiplodia theobromae terhadap aktivitas enzim maltase pada kecambah kacang
hijau. Percobaan menggunakan Rancangan Acak Kelompok Lengkap (RAKL)
dengan perlakuan tunggal. Fraksi terbaik dari hasil ekstraksi yang menunjukkan
perkecambahan tertinggi diuji lebih lanjut pada aktivitas maltase dengan enam taraf
konsentrasi yaitu 0 ppm (kontrol), 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, dan 1,25
ppm. Setiap perlakuan diulang sebanyak empat kali. Data dianalisis menggunakan
sidik ragam untuk menduga galat dan uji signifikansi guna mengetahui perbedaan
antar perlakuan. Analisis dilanjutkan dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) pada
taraf 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa aktif L. theobromae
berpengaruh terhadap aktivitas maltase. Konsentrasi 0,5 ppm memberikan hasil
terbaik dalam mempertahankan aktivitas maltase sebesar (0,406 n/mL), yang tidak
berbeda nyata dengan kontrol (0,430 p/mL). Perlakuan ini juga mendukung
pertumbuhan optimal kecambah, dengan jumlah biji berkecambah tertinggi kedua
(22,25 biji) pada hari ke-7. Vigor kecambah tetap baik dan tidak menunjukkan
gejala penghambatan.

Kata kunci: Lasiodiplodia theobromae, maltase, kacang hijau, Vigna radiata
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Indonesia merupakan negara yang berbasis agraris, yang artinya sebagian
warganya menggantungkan hidup sebagai petani. Salah satu tanaman pangan di
Indonesia adalah kacang hijau (Vigna radiata L.). Tanaman ini menempati urutan
ketiga sebagai tanaman jenis legum yang memiliki potensi besar sebagai peluang
usaha agrobisnis di Indonesia. Permintaan yang tinggi setiap tahun untuk kacang
hijau sebagai bahan pangan, pakan, dan keperluan industri menjadikannya salah
satu komoditas strategis (Abidin, 2022). Badan Pusat Statistik (BPS) mencatat
pada tahun 2015 produksi kacang hijau sempat mengalami peningkatan sebesar
10,99% (26,87 ribu ton) dari tahun 2014, Tahun berikutnya yakni 2016 hingga
2018 produksi kacang hijau nasional terus mengalami penurunan berturut-turut
dari 253.985 ton, 241.334 ton, dan 234.718 ton di tahun 2018. Nilai total ekspor
kacang hijau Indonesia tahun 2016 - 2020 berturut-turut sebesar USD 28.250.000,
USD 30.026.000, USD 30.049.000, USD 35.969.000 dan USD 51.485.000.
Kacang hijau mudah dipasarkan karena permintaannya terus meningkat, didukung
oleh harga yang relatif tinggi. Namun, peningkatan permintaan tersebut belum
diimbangi dengan perluasan lahan tanam maupun peningkatan volume

produksinya.

Tanaman kacang hijau merupakan jenis tanaman asal daerah tropis yang termasuk
dalam keluarga polong-polongan (Fabaceae) dan menghasilkan biji. Proses
pertumbuhan tanaman ini secara alami dimulai dengan perkecambahan biji,
dimana tahap awalnya ditandai oleh munculnya radikula pada testa benih.
Perkecambahan merupakan proses terbentuknya kecambah pada biji (Plantula).
Kecambah dapat didefinisikan sebagai tumbuhan kecil yang baru muncul dari biji

dan hidupnya masih sangat tergantung pada persediaan makanan yang terdapat di



dalam biji. Kecambah tersebut akan tumbuh dan berkembang menjadi semai atau

anakan (Hasanah, 2018).

Rendahnya kemampuan biji untuk berkecambah dapat dipengaruhi oleh berbagai
faktor, antara lain tingkat kematangan benih, ukuran biji, kondisi dormansi, dan
adanya penghambat perkecambahan (Wimudi dan Fuadiyah, 2021). Menurut
Prasetyo (2020), permasalahan utama yang terjadi secara komersil yaitu
kecambah yang dihasilkan memiliki akar yang panjang, batang yang ramping
serta sulit berkecambah. Kecambah berakar pendek dan besar merupakan hal yang
paling sulit untuk dicapai, terutama karena rendahnya kemampuan biji untuk
berkecambah. Dalam meningkatkan kemampuan biji dalam berkecambah, dapat
dilakukan berbagai perlakuan yang bertujuan untuk merangsang proses
perkecambahan. Salah satu cara yang umum digunakan adalah pemberian

senyawa organik yang dikenal sebagai zat pertumbuhan alami.

Salah satu upaya lainnya untuk merangsang proses perkecambahan dengan zat
pertumbuhan alami dari senyawa alami yang diperoleh hasil ekstraksi jamur
Lasiodiplodia theobromae melalui aplikasi senyawa metabolit sekunder, seperti
asam jasmonat. Asam Jasmonat merupakan senyawa bersifat volatil (mudah
menguap) yang terbentuk melalui biosintesis dari asam linoleat bebas oleh enzim
lipoksigenase dan berfungsi menghambat pertumbuhan beberapa bagian
tumbuhan tertentu dan sangat kuat mendorong terjadinya penuaan daun,
pertumbuhan umbi, pembungaan, perkecambahan dan aktivitas lainnya. Beberapa
komponen aktif berhasil diekstraksi dan isolasi dari jamur L. theobromae, namun
hingga saat ini belum diketahui komponen aktif dari ekstrak jamur L. theobromae
yang berfungsi meningkatkan kualitas perkecambahan kacang hijau (Vigna
radiata L.). Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian pengujian perkecambahan
dari ekstrak jamur L. theobromae untuk meningkatkan kualitas perkecambahan

kacang hijau (Vigna radiata L.).



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian senyawa aktif
jamur Lasiodiplodia theobromae terhadap aktivitas maltase kecambah kacang

hijau (Vigna radiata L.)

1.3 Kerangka Pemikiran

Proses pertumbuhan tanaman kacang hijau dimulai dengan perkecambahan biji,
dimana tahap awalnya ditandai dengan munculnya radikula pada testa benih.
Perkecambahan kacang hijau sering kali mengalami masalah yang membuat
pertumbuhan kurang maksimal. Salah satu penyebab utama kegagalan
perbanyakan tanaman secara generatif melalui biji adalah kemampuan biji yang
rendah untuk melakukan perkecambahan. Selain itu kacang hijau yang dihasilkan
kurang maksimal menyebabkan hasil kecambah memiliki akar yang panjang,
batang yang ramping (Prasetyo, 2020). Kemampuan tanaman untuk berkecambah
dapat ditingkatkan dengan tambahan zat pertumbuhan alami. Zat pertumbuhan
alami seringkali dilakukan untuk mengoptimalkan pertumbuhan vegetatif dan
reproduktif tanaman, auksin merupakan salah satu contoh yang mampu
merangsang pertumbuhan dan perakaran (Satria, 2011). Senyawa lain seperti
jasmonat juga diketahui memiliki peran penting dalam regulasi pertumbuhan dan

respon fisiologis tanaman.

Jamur L. theobromae menghasilkan berbagai senyawa metabolit sekunder,
termasuk jasmonat, sikloheksana, sikloheksonona, indon, laktol, mellein, dan
fenol (Salvatore et al., 2020). Sejalan dengan itu, Yang et al. (2004) mendapatkan
bahwa kultur filtrat cendawan L. theobromae menghasilkan senyawa yang
memiliki aktivitas biologis yang disebut senyawa theobroksida. Aktivitas jamur L.
theobromae berhubungan dengan kandungan senyawa theobroksida yang dapat
berfungsi sebagai zat pengatur pertumbuhan. Aktivitas metabolik senyawa
theobroksida diduga berkaitan dengan sintesis asam jasmonat (jasmonic acid) dan
metil jasmonat (metil ester) (Hasibuan, 2015). Sirhindi ef al. (2020) mendapatkan

bahwa aplikasi asam jasmonat dan metil jasmonat dapat meningkatkan



perkecambahan serta efisiensi fotosistem dalam fotosintesis pada Brassica

oleracea.

Cara memperoleh senyawa aktif dari jamur Lasiodiplodia theobromae, dilakukan
serangkaian tahapan ekstraksi dan isolasi berdasarkan metode He et al. (2004).
Tahap awal, jamur diambil dari pohon mangga yang terinfeksi, kemudian
ditumbuhkan pada media Potato Dextrose Agar (PDA) dan diinkubasi pada suhu
25°C hingga membentuk spora. Identifikasi jamur dilakukan berdasarkan
morfologi spora. Setelah itu, isolat jamur dikultur dalam media Potato Dextrose
Broth (PDB) selama 21 hari pada suhu 25°C. Filtrat hasil kultur kemudian
dipekatkan dan diekstraksi menggunakan pelarut etil asetat (EtOAc). Residu yang
diperoleh selanjutnya dimurnikan dengan kromatografi kolom menggunakan fase
gerak secara bertahap yaitu 100% CHCls, 3% MeOH-CHCls, 20% MeOH-CHCls,
dan 100% MeOH. Berdasarkan uji Thin Layer Chromatography (TLC), aktivitas
senyawa ditemukan pada fraksi hasil elusi 3% MeOH-CHCls. Fraksi aktif tersebut
kemudian dilanjutkan dengan kromatografi kolom menggunakan campuran 25%
EtOAc/Heksan. Hasil fraksi akhir selanjutnya diidentifikasi menggunakan Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS) untuk mengetahui komponen
senyawa aktifnya. Senyawa aktif yang diperoleh selanjutnya dilakukan

pengamatan pengujian aktivitas maltase.

Senyawa aktif yang diperoleh diaplikasikan pada kecambah kacang hijau untuk
melihat pengaruhnya terhadap aktivitas maltase. Maltase merupakan enzim
hidrolitik yang berperan dalam mengkatalisis perubahan maltosa menjadi glukosa.
Glukosa yang dihasilkan merupakan sumber energi utama yang digunakan dalam
proses metabolisme selama perkecambahan (Kartikorini, 2016). Aktivitas maltase
dapat dijadikan sebagai indikator dalam menilai tingkat metabolisme energi pada
kecambah. Pemberian senyawa aktif dari jamur L. theobromae dengan variasi
konsentrasi akan mempengaruhi aktivitas maltase pada kecambah kacang hijau.
Interaksi antara senyawa aktif dan enzim dapat menyebabkan perubahan pada
struktur maupun fungsi enzim (Ernits ef al., 2021), sehingga berdampak pada

kemampuan enzim dalam mengkatalisis reaksi. Perubahan aktivitas enzim ini



selanjutnya akan mempengaruhi jumlah glukosa yang dihasilkan, yang pada

akhirnya berdampak pada proses metabolisme dan pertumbuhan kecambah.

1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah senyawa aktif jamur Lasiodiplodia theobromae

berpengaruh terhadap aktivitas maltase kecambah kacang hijau (Vigna radiata L.)



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Jamur Lasiodiplodia theobromae

Jamur Lasiodiplodia theobromae atau Botryodiplodia theobromae merupakan
jenis jamur polifag yang mampu menginfeksi berbagai jenis tanaman berkayu
melalui jaringan nekrotik. Menurut penelitian Punithalingam. (1980) dalam alves
et al. (2008) L. theobromae tersebar luas secara geografis tetapi paling umum di
daerah tropis dan subtropis. Terdapat beberapa spesies Lasiodiplodia seperti
Lasiodiplodia theobromae, Lasiodiplodia pseudotheobromae, Lasiodiplodia
crassispora, Lasiodiplodia brasiliense, Lasiodiplodia egyptiace, Lasiodiplodia
euphorbicola, Lasiodiplodia hormozganensis, dan Lasiodiplodia jatrophicola
(Correia et al., 2016). L. theobromae bersifat plurivora dan telah dikaitkan dengan
sekitar 500 inang (Salamiah dan Arsyad, 2008). Menurut Alexopoulos ef al.
(2007), klasifikasi Lasiodiplodia sebagai berikut

Domain : Eukaryota
Kingdom : Fungi

Filum : Deuteromycota
Kelas : Deuteromycetes
Ordo : Sphaeropsidales
Famili : Sphaeropsidaceae
Genus : Lasiodiplodia
Spesies : Lasiodiplodia sp.

L. theobromae salah satu kompleks jamur tanah yang bersifat parasite lemah dan
mampu hidup secara saprofit fakultatif pada saat tidak ada tanaman inang.
Sebagai parasit tanaman, cendawan patogen tersebut cenderung memanfaatkan
peluang dengan menginfeksi tanaman melalui luka atau jaringan yang sudah

mati, terutama pada bagian tanaman yang bersifat berdaging atau berkayu.



L. theobromae memiliki kemampuan untuk menyebabkan kerusakan berbagai
jaringan tanaman, seperti busuk buah, hawar daun, busuk ujung batang,

gumosis, kanker batang, dan mati ujung (Wolagole et al., 2023).

Penampakan morfologi dari L. theobromae yaitu miselium yang terbenam dan
dangkal pada media PDA. Media OA (Oatmeal Agar) dan PDA (Potatoes
Dextrose Agar) membentuk miselia aerial yang lebat dan berwarna coklat tua
setelah 7 hari isolasi. Jamur ini mengembangkan piknidia muncul dalam klaster di
dalam stromata awalnya bersifat hialin, kemudian berkembang menjadi 1-septa,
Stromata berbentuk bulat dengan leher panjang, dan berwarna hitam kehijauan.
(Monteiro et al., 2020). Menurut Gandjar et al. (1999), Fialid berbentuk silindris
dan berukuran 5 - 12 pm x 2 -1 4 um, sementara konidia memiliki dua sel saat
matang, berukuran 22 - 28 um x 12 - 15 um, berbentuk elips, berwarna coklat tua,
dan memiliki garis-garis longitudinal. Pematangan konidia L. theobromae berjalan

lambat. Perkembangan cendawan L. theobromae pada media PDA dapat disajikan

pada Gambar 1.

Gambar 1. Perkembangan cendawan L. theobromae pada media PDA
Sumber : Hasibuan (2015).

2.2 Senyawa Lasiodiplodia theobromae

Jamur Lasiodiplodia theobromae menghasilkan senyawa dengan aktivitas biologis
dikenal sebagai senyawa theobroksida. Menurut Gao et al. (2005) dalam
Hasibuan et al. (2015) theobroksida merupakan senyawa berbahan alami dari

epoxy cyclohexene yang diteliti dapat menginduksi pembungaan tanaman morning

glory
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(Pharbitis nil) dan aplikasi theobroksida mampu meningkatkan produksi ubi pada
beberapa tanaman penghasil ubi. Theobroksida berperan dalam memodulasi
berbagai proses fisiologis dalam tanaman, termasuk pengaruhnya terhadap
biosintesis hormon tanaman seperti asam jasmonat dan giberelin (Purba, 2021).
Syahbuddin et al. (2015) menyatakan bahwa aplikasi filtrat cendawan L.
theobromae yang lebih dikenal senyawa theobroksida menunjukkan pengaruh
dengan cara menekan pertumbuhan tanaman pada peubah tinggi tanaman, luas

daun dan jumlah daun.

Theobroksida terbentuk melalui jalur biosintesis yang melibatkan enzim-enzim
tertentu, termasuk lipoksigenase, yang juga berperan dalam pembentukan asam
jasmonat dari asam linoleat. Struktur kimia theobroksida menunjukkan adanya
karakteristik yang mendukung aktivitas biologisnya, meskipun detail spesifik
mengenai struktur ini masih perlu dieksplorasi lebih lanjut (Gandjar ef al., 1999).
Aktivitas metabolik senyawa theobroksida diduga berhubungan dengan sintesis
asam jasmonat (jasmonic acid) dan metil ester (metil jasmonat) (Chen et al.,
2010). Struktur kimia asam jasmonat dan metil jasmonat dapat disajikan pada

Gambar 2.

Gambar 2. Struktur Kimia: a) Asam jasmonat, b) Metil jasmonat
Sumber: Cesari ef al,(2014)

2.3 Kacang Hijau (Vigna radiata L.)

Kacang hijau (Vigna radiata L.) merupakan tanaman jenis legum yang termasuk
dalam keluarga Fabaceae. Kacang hijau merupakan salah satu tanaman sumber
protein nabati yang penting dan banyak dibudidayakan di berbagai negara,
termasuk Indonesia. Kacang hijau juga dapat tumbuh dalam dua tipe, yaitu tipe

tegak dan tipe menjalar. Jenis yang paling sering dibudidayakan di indonesia yaitu



tipe tegak, yang biasanya tumbuh setinggi 30-60 cm serta memiliki batang dan
daun yang berbulu. Tanaman ini memiliki masa panen yang cukup singkat, yakni
sekitar 55 hingga 60 hari, dan dapat tumbuh di lahan marginal dengan tanah yang
kurang subur. Pertumbuhan optimal kacang hijau terjadi pada tanah dengan pH
5,5 hingga 6,5 (Sihotang, 2023). Secara taksonomi, tanaman kacang hijau (Vigna
radiata L.) mempunyai klasifikasi Menurut Hasanah et al. (2018), sebagai
berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Leguminales
Famili : Leguminosae
Genus : Vigna

Spesies : Vigna radiata L.

Kacang hijau juga mampu beradaptasi dengan baik pada berbagai jenis tanah,
seperti latosol dan regosol (Amalia, 2025). Kacang hijau memiliki sistem akar
tunggang bercabang dengan bintil akar untuk membantu nutrisi. Batangnya tegak,
berbentuk bulat, berbulu, dengan tinggi 30-110 cm, bercabang menyebar, dan
berwarna hijau hingga cokelat muda (Pratama, 2023). Daunnya majemuk, terdiri
atas tiga helai per tangkai, berbentuk oval dengan ujung runcing, dan berwarna
hijau muda hingga tua. Bunganya berbentuk kupu-kupu, berwarna kuning pucat

atau kehijauan, hermaprodit, dan mekar pagi hari (Rukmini, 2017).

Kacang hijau merupakan suku polong-polongan mengandung bahan baku
berprotein nabati tinggi yang kaya akan manfaat. Menurut Setyaningsih (2021),
dalam 100 g kacang hijau mengandung 22 g protein yang kaya akan asam amino
lisin (7,94%), lemak 1,64 g, karbohidrat 63,55 g, air 11,42 g abu 2,36 g dan serat
2,46%. Kacang hijau juga mengandung mineral kalsium dan fosfor yang relatif
tinggi sebesar 125 mg. Tanaman kacang hijau memiliki proses pasca panennya
relatif mudah, resiko kegagalan panen kecil, harga jual tinggi dan relatif stabil dan

dapat langsung dikonsumsi baik dalam bentuk segar maupun olahan, sehingga
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menjadikannya komoditas yang sangat praktis dan bernilai ekonomis (Nizan,

2021). Biji tanaman kacang hijau dapat disajikan pada Gambar 3.

Gambar 3. Biji kacang hijau
Sumber: Ganesan dan Xu (2018).

2.4 Perkecambahan

Proses perkecambahan benih pada dasarnya adalah sebuah susunan perkembangan
yang kompleks melibatkan perubahan dari aspek biokimia, fisiologi, dan morfologi.
Perkecambahan biji dapat diartikan sebagai proses terjadinya metabolisme pada biji
sehingga dapat menghasilkan pertumbuhan dari bentuk kecambah membentuk
plumula dan radikula. Umumnya radikula akan keluar dari kulit biji dan tumbuh ke
arah bawah, membentuk sistem akar. Proses ini melibatkan serangkaian perubahan
fisiologis yang kompleks yang memungkinkan embrio dalam biji untuk berkembang
menjadi individu baru. Embrio yang sebelumnya berada dalam bentuk biji
mengalami perubahan fisiologis yang signifikan, sehingga dapat memulai
pertumbuhan (Ningsih et al., 2019). Kecambah kacang hijau dapat disajikan pada
Gambar 4.

Sumber: Ganesan dan Xu (2018)

Tipe perkecambahan benih dapat dibedakan menjadi dua yaitu epigeal dan hipogeal.

Umumnya tipe epigeal pada proses perkecambahanya dimulai dengan munculnya
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radikula yang diikuti oleh pemanjangan hipokotil, sehingga membawa kotiledon dan
plumula ke permukaan tanah. Sedangkan tipe hipogeal, radikula muncul terlebih
dahulu diikuti dengan pemanjangan plumula, sementara Aipokotil tidak memanjang
ke atas permukaan tanah dan kotiledon tetap berada di dalam kulit biji di bawah
tanah (Wijayatno dan Samodra, 2021). Proses perkecambahan juga dipengaruhi oleh
faktor internal dan eksternal. Faktor internal yang berpengaruh yaitu pada tingkat
kematangan benih dan kondisi dormansi. Sedangkan, faktor eksternal yang dapat
memengaruhi perkecambahan yaitu ketersediaan air, gas, suhu, cahaya, dan media

tempat benih tumbuh (Taryana dan Sugiarti, 2020).

2.5 Metode Ekstraksi dan Isolasi

Isolasi merupakan salah satu teknik untuk pengambilan sampel mikroba tertentu dari
lingkungan hidupnya untuk memperoleh kultur murni yang ditumbuhkan pada
media buatan. Proses isolasi dapat dilakukan melalui penumbuhan pada media padat,
sel dari mikroba atau mikroorganisme akan membentuk koloni sel yang baru pada
tempatnya (Murtiyaningsih dan Nazmi, 2017). Kultur murni dibutuhkan dalam
berbagai teknik mikrobiologi, termasuk untuk identifikasi mikroba. Mikroba dari
satu spesies diperlukan untuk mengamati karakteristik morfologi, fisiologi, dan
serologi. Prinsip utama isolasi mikroba adalah memperoleh mikroba yang diinginkan
sebanyak mungkin sekaligus memisahkan satu jenis mikroba dari jenis lainnya

(Badaring ef al., 2020).

Mikroba bisa diambil dari beragam sumber, termasuk tanah, air, sayuran, buah-
buahan, tumbuhan, serta berbagai macam bahan makanan. Metode isolasi jamur
secara umum dapat dilakukan dengan dua metode yaitu metode isolasi langsung
(Direct isolation method) dan metode isolasi tidak langsung (I/ndirect isolation
method) (Miranti et al., 2015). Dasar pada metode isolasi dengan tujuan agar
memperoleh spesies individu dan koloni dapat dipisahkan dengan sel. Menurut Arif
et al. (2009), proses isolasi jamur yang telah membentuk tubuh buah dipotong kecil-

kecil dan disterilkan menggunakan air steril dan alkohol 70%. Pembiakan dilakukan
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dengan kertas saring atau langsung pada media PDA. Koloni dipindahkan berulang

kali hingga diperoleh isolat murni.

Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk memisahkan suatu campuran
bahan menjadi komponen-komponen yang berbeda dari larut sehingga terpisah
dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair (Kurniawati, 2017). Pada
dasarnya proses ekstraksi perpindahan massa dimana pelarut organik menembus
dinding sel simplisia, melarutkan zat aktif dalam rongga sel, dan
mendistribusikannya ke pelarut. Proses ini berlangsung hingga konsentrasi zat
aktif di dalam dan di luar sel mencapai keseimbangan. Simplisia mengandung
senyawa aktif yang larut serta senyawa tidak larut seperti serat, karbohidrat, dan
protein. Senyawa aktifnya dapat digolongkan kedalam golongan minyak atsiri,

alkaloid, flavonoid, dan lainnya (Girsang, 2025).

Ekstraksi dapat dilakukan dengan berbagai metode, disesuaikan dengan sifat dan
tujuan mempermudah pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat. Sampel
yang digunakan bisa berupa bahan segar atau kering. Sampel segar sering
digunakan karena pelarut lebih mudah meresap dan risiko pembentukan polimer
resin selama pengeringan dapat diminimalkan pembentukannya. Sampel kering
memiliki keunggulan pada kadar airnya rendah, sehingga mengurangi risiko
kerusakan senyawa akibat aktivitas mikroba (Simatupang, 2018). Proses
pemisahan senyawa aktif dari bahan simplisia menggunakan pelarut cair termasuk
kedalam ekstraksi padat cair. Ekstraksi padat cair terdiri dari maserasi, refluktasi,

sokhletasi, dan perkolasi (Febrina et al., 2015).

Maserasi adalah salah satu metode ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan
merendam simplisia dalam pelarut tunggal atau campuran pelarut pada suhu ruang
dalam kondisi terlindung dari cahaya selama waktu tertentu. Maserasi sering
digunakan dalam penelitian untuk mendapatkan ekstrak yang kaya akan senyawa
aktif (Handoyo, 2020). Keunggulan maserasi terletak pada prosesnya yang
sederhana, efektif dalam mengekstraksi senyawa yang diinginkan, biaya yang
rendah, serta kemudahan pelaksanaannya. Selain itu, metode ini tidak melibatkan

pemanasan, sehingga dapat mencegah kerusakan senyawa akibat suhu tinggi.
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Kerugian utama dari metode ini adalah memerlukan waktu yang cukup lama,
penggunaan pelarut yang relatif banyak, dan kemungkinan hilangnya beberapa
senyawa. Namun, metode maserasi dapat mencegah kerusakan pada senyawa-

senyawa yang bersifat termolabil (Ismayanti, 2022).

Pelarut merupakan cairan yang dapat melarutkan zat lain tanpa mengalami
perubahan kimia pada bentuk cair maupun padat. Setiap molekul dalam pelarut
saling terikat melalui gaya tarik antar molekul. Pemilihan pelarut adalah salah satu
faktor kunci yang mempengaruhi proses ekstraksi. Kandungan dalam sebuah
larutan, pelarut biasanya hadir dalam jumlah yang lebih banyak dibandingkan
dengan zat terlarut. Faktor yang perlu dipertimbangkan dalam memilih pelarut
meliputi selektivitas, sifat pelarut, kemampuan ekstraksi, keamanan dari sifat
toksik, kemudahan penguapan, serta biaya yang terjangkau (Isnaeni et al., 2025).
Ekstraksi dapat dibedakan menjadi tiga jenis berdasarkan polaritas pelarut yang

digunakan, yaitu pelarut polar, semi-polar, dan non-polar.

Etil asetat merupakan senyawa organik yang tergolong ester, terbentuk dari reaksi
antara etanol dan asam asetat. Etil asetat dapat dihasilkan melalui reaksi
esterifikasi yang melibatkan etanol dan asam asetat, katalis digunakan untuk
mempercepat proses pembentukan ester. Etil asetat adalah pelarut polar menengah
yang volatil, tidak beracun, dan tidak higroskopis (Gusrini, 2016). Etil asetat
sering digunakan sebagai pelarut karena etil asetat dapat menyaring senyawa-
senyawa yang dapat memberikan salah satunya aktivitas antibakteri yang
memiliki toksisitas rendah sebagai pelarut dan bersifat semi-polar, sehingga
mampu melarutkan senyawa yang bersifat polar maupun non-polar. Etil asetat
termasuk cairan tak berwarna dengan aroma yang khas, sering dimanfaatkan
sebagai pelarut dalam berbagai aplikasi industri, seperti industri makanan, tinta,

cat, dan plastik (Dewi, 2024).

Kloroform merupakan senyawa golongan organik yang tidak berwarna, memiliki
titik leleh -63.5°¢, titik didih 61°c, dan beraroma manis. Kloroform atau
triklorometana memiliki rumus kimia yaitu CHCls golongan senyawa haloalkana

yang memiliki tiga atom halogen klor (Cl) terikat rantai karbon (C) nya.
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Kloroform termasuk dalam kategori senyawa halogen organik karena memiliki
ikatan antara karbon dan halogen, Senyawa halogen umumnya dapat ditemukan
dalam alga atau rumput laut (Ferdina, 2015). Kloroform umumnya digunakan
sebagai pelarut untuk minyak, lemak, karet, dan lilin. Selain itu, kloroform juga
berfungsi sebagai bahan anestesi serta bahan baku dalam sintesis senyawa organik

di laboratorium.

Metanol merupakan pelarut polar yang dikenal sebagai pelarut universal karena
mampu mengekstrak tidak hanya komponen polar tetapi juga komponen non-
polar. Metanol memilki sifat yang ringan, tidak berwarna, mudah terbakar, mudah
menguap dan memiliki berat molekul 32,04. Metanol juga dikenal memiliki
indek polaritas sebesar 5,1 (Holil dan Griana, 2020). Metanol dapat melarutkan
beberapa kandungan metabolit sekunder seperti alkaloid, terpenoid, tannin,

flavonoid, dan polifenol (Sinurat et al., 2019).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Hasil Pertanian,
Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Laboratorium Mutu Hasil Pertanian, Fakultas
Pertanian, Universitas Lampung bulan Februari tahun 2025 hingga April tahun
2025.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, medium PDA (Potato
Dextrose Agar), etil asetat, silika gel, CHCls (Chloroform), CHsOH (Metanol),
Potato Dextrose Broth (PDB) dan hexane, alumunium foil, aquades, silika gel

(1:1 v/v), 1solat jamur L. theobromae, kacang hijau, larutan iodine, HCI IN,

larutan maltase, etanol 1%, buffer fosfat pH 7, asam askorbat 1 mM.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, cawan petri, autoklaf,
inkubator, kertas saring Whatman No. 42, evaporator, kolom kromatografi, Rotary
evaporator, pelat TLC (Thin Layer Chromatography), gelas ukur, Beaker glass,
batang pengaduk, labu ukur 100 mL, gelas ukur, tabung reaksi, tabung
sentrifugasi, mortar, timbangan analitik, spektrofotometer UV-Vis, pipet

volumetric dan mikro.

3.3 Metode Penelitian

Percobaan menggunakan perlakuan tunggal yang dimasukkan dalam rancangan
acak kelompok lengkap (RAKL). Fraksi terbaik dari hasil ekstraksi yang memiliki
perkecambahan tertinggi dilakukan pengujian lebih lanjut terhadap aktivitas
maltase dengan 6 taraf konsentrasi senyawa yaitu 0 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75
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ppm, 1 ppm, 1,25 ppm. Pengulangan dilakukan sebanyak 4 kali. Data diuji dengan
uji Tuckey. Data kemudian dianalisis dengan sidik ragam untuk mendapatkan
pendugaan galat dan uji signifikansi untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan.
Selanjutnya, data dianalisis lebih lanjut menggunakan uji BNT (Beda Nyata
Terkecil) pada taraf 5%.

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Preparasi Sampel

Kultur jamur L. theobromae diperoleh dari batang tanaman mangga yang telah
mati. Langkah pertama yaitu jamur L. theobromae dikikis dari batang mangga,

dilanjutkan dengan isolasi pada medium PDA (Potato Dextrose Agar).

3.4.2 Ekstraksi dan Isolasi Jasmonic Acid

Jamur L. theobromae diisolasi dari batang tanaman mangga pada medium PDA,
kemudian dikultur dalam Potato Dextrose Broth (PDB) dan diinkubasi pada suhu
25°C selama 21 hari. Setelah inkubasi, kultur disaring dengan kertas saring
Whatman No. 42 untuk memisahkan filtrat dari residu. Filtrat selanjutnya
dipekatkan menggunakan rotary vacum evaporator pada suhu 40°C hingga
diperoleh konsentrat, yang kemudian diekstraksi dengan etil asetat sebanyak tiga
kali untuk memisahkan fraksi air dan fraksi etil asetat.Fraksi etil asetat dipekatkan
dengan rotary evaporator pada suhu 50°C selama 30 menit. Konsentrat yang
dihasilkan kemudian difraksinasi menggunakan kromatografi kolom dengan 80 g
silika dan 1 L eluen MeOH/CHCIs 3%. Hasil fraksinasi dipekatkan kembali,
dilanjutkan dengan fraksinasi kolom menggunakan eluen etil asetat/heksan 25%.
Fraksi aktif yang diperoleh ditampung dan diuji dengan kromatografi lapis tipis
(KLT). Selanjutnya, dilakukan uji daya kecambah pada konsentrasi 0—1,25 ppm,
dilanjutkan dengan uji aktivitas enzim maltase. Prosedur isolasi senyawa aktif dari

jamur L. theobromae disajikan pada Gambar 5
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Gambar 5. Diagram alir isolasi dan pemurnian senyawa aktif dari jamur L.
theobromae
Sumber: He et al. (2004)
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3.5. Pengamatan
3.5.1. Uji Aktivitas Maltase
A. Pembuatan Pereaksi dan Larutan Senyawa Murni

Metode fuwa (1954)

a) Pereaksi lodine

Sebanyak 2 g KI dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan dilarutkan dengan
akuades 10 mL, lalu ditambahkan 0,2 g dan ditambahkan akuades hingga tanda
tera, kemudian dihomogenkan.

b) Larutan Maltase
Sebanyak 0,1 g pati ditambahkan ke dalam 100 mL akuades dan dipanaskan
hingga larut.

c¢) Larutan HCI 1 N

HCI pekat 12 N diencerkan menjadi HCI 1 N sebanyak 100 mL di dalam lemari
asam menggunakan Persamaan 3 sebagai berikut:

M1xV1=M2xV2

12xV1=1x100

V18,33 mL

Sebanyak 100 mL larutan HCI 1 N digunakan 8,33 mL HCI 12 N yang diencerkan
dengan akuades sampai batas meniskus dalam labu ukur 100 mL yang kemudian

dihomogenkan.

d) Pengenceran senyawa murni L. theobromae

Senyawa murni hasil pemurnian dengan HPLC dilarutkan dalam etanol 1% untuk
membuat larutan induk dengan konsentrasi 100 ppm. Larutan perlakuan dengan
berbagai konsentrasi dibuat dengan mengencerkan larutan induk tersebut
menggunakan akuades di dalam lemari asam. VVolume larutan induk yang

diperlukan dihitung dengan rumus pengenceran:
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M1 xV1I=M2xV2

Keterangan:

M. = Konsentrasi larutan induk (100 ppm)

V1 = Volume larutan induk yang dibutuhkan (mL)

M. = Konsentrasi larutan perlakuan yang diinginkan (ppm)

V2 = Volume akhir larutan perlakuan (250 mL)

Contoh perhitungan untuk larutan perlakuan 0,25 ppm:
MiVi=M:V;

100 ppm % Vi =0,25 ppm % 250 mL

Vi =(0,25 x 250) / 100

Vi1=0,625 mL

Dengan cara yang sama, dihitung volume larutan induk untuk masing-masing
konsentrasi perlakuan. Sebanyak 0,625 mL larutan induk diambil dan diencerkan
dengan akuades hingga volume 250 mL untuk mendapatkan larutan perlakuan
0,25 ppm. Proses yang sama untuk konsentrasi 0,5; 0,75; 1; dan 1,25 ppm dengan
volume larutan induk yang sesuai. Larutan dengan konsentrasi 0 ppm (kontrol)

hanya berisi aquades tanpa penambahan senyawa aktif.

B. Isolasi Maltase

Kecambah 2 g digerus dengan mortal dan ditambahkan 2,5 ml larutan buffer
fosfat (pH 7) yang mengandung 500 pL, 7,5 ml asam ascorbat 1 mM dan
diinkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C, setelah itu disaring menggunakan
kertas saring. Kemudian filtrat yang diperoleh disentrifugasi dengan kecepatan
1500 rpm selama 15 menit. Supernatan diambil dan disimpan pada suhu 40°C
sampai siap dilakukan pengukuran aktivitas maltase. Proses Isolasi maltase dari

kecambah dapat disajikan pada Gambar 6.
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Kecambah
Kacang hijau

2,5 mL larutan
buffer, 7,5 ml
asam ascorbat

Penghalusan
v

Penginkubasian T:37°C,
t: 5 mnt
v

Penyaringan

Sentrifugasi 1500 rpm, t:15
mnt

v

Gambar 6. Diagram alir isolasi maltase kecambah

C. Uji Aktivitas Maltase

a) Sampel

Sebanyak 0,25 mL supernatan ditambahkan 0,25 mL larutan maltase, lalu
diinkubasi pada suhu 60°C selama 10 menit. Kemudian ditambahkan 0,25 mL
HCI 1 N untuk menghentikan reaksi enzim, selanjutnya ditambahkan 0,25 mL
pereaksi iodine, lalu ditambahkan 4 mL akuades dan diukur serapannya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A 600 nm. Proses uji aktivitas enzim

maltase dapat disajikan pada Gambar 7.



0,25 ml HCI
1 N,0,25 ml
larutan iodine
dan 4 mL

Supernatan (0,25
ml) dan maltase
0,1 % (0,25 ml)

Penginkubasian T: 60°C t: 10
menit

v

Penambahan

v

Pengukuran absorbansi (600 nm)

Gambar 7. Diagram alir uji aktivitas maltase

b) Kontrol
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Sebanyak 0,25 mL enzim ditambahkan 0,25 mL larutan HCI 1 N, lalu diinkubasi

pada suhu 60°C selama 10 menit. Kemudian ditambahkan 0,25 mL larutan

maltosa setelah enzim diinaktivasi dengan HCI 1 N, selanjutnya ditambahkan 0,25

mL pereaksi iodine, lalu ditambahkan 4 mL akuades dan diukur serapannya

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A 600 nm. Proses uji aktivitas enzim

maltase kontrol dapat disajikan pada Gambar 8.

0,25 ml HCI
1 N,0,25 ml
larutan iodine
dan 4 mL

Gambar 8. Diagram alir uji aktivitas maltase kontrol

Supernatan (0,25
ml) dan HCI 1 N
(0,25 ml)

Penginkubasian T: 60°C t: 10

menit

v
Penambahan

v

Pengukuran absorbansi (600 nm)
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Pengukuran aktifitas enzim dihitung dengan menggunakan rumus Fuwa (1954).

AU_Akontrol_AsampelX 1 < FP

Akontrol 0,25

Keterangan:

AU = Aktivitas unit

Axkontrol = Absorbansi kontrol
Asampel = Absorbansi sampel
FP = Faktor pengenceran

V = Volume enzim = 0,25 mL



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Senyawa aktif dari jamur Lasiodiplodia theobromae berpengaruh terhadap
aktivitas enzim maltase kecambah kacang hijau (Vigna radiata L.). Senyawa aktif
pada konsentrasi 0,5 ppm menghasilkan aktivitas enzim maltase sebesar 0,406
w/mL yang tidak berbeda nyata dengan kontrol tanpa perlakuan 0 ppm sebesar
0,430 p/mL, sedangkan pada konsentrasi lebih rendah 0,25 ppm dan lebih tinggi
0,75-1,25 ppm bersifat inhibisi atau menghambat aktivitas enzim. Kecambah
konsentrasi 0,5 ppm menunjukkan pertumbuhan optimal dengan jumlah biji
berkecambah tertinggi kedua setelah kontrol yaitu 23 biji pada hari ke-7, serta

memperlihatkan vigor kecambah yang baik tanpa gejala penghambatan.

5.2 Saran

Saran yang diajukan dalam penelitian ini adalah untuk mengkaji mekanisme kerja
senyawa aktif hasil isolasi dari jamur L. theobromae terhadap aktivitas enzim
maltase dan proses perkecambahan kacang hijau (Vigna radiata L.)dapat
difokuskan pada pengamatan perubahan aktivitas enzimatik serta respons
fisiologis kecambah setelah pemberian senyawa aktif L. theobromae pada

berbagai tingkat konsentrasi.
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