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ABSTRAK

KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF AKTINOMISETES ASOSIASI
BIOTA LAUT PERAIRAN INDONESIA SEBAGAI AGEN ANTIFUNGI
TERHADAP Malassezia globosa

Oleh

ADHELLA PRAGUSTIYANTI MINTARJO

Senyawa bioaktif dari aktinomisetes yang diasosiasi dari biota laut menjadi sumber
potensial bagi suatu penyakit. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh senyawa
bioaktif antijamur (Malassezia globosa) dari ekstrak 6 isolat (18A1301, 18D36A1,
18D36A2, 19A07Al1, 19B19A1, dan 19C38Al) yang berasal dari perairan
Gorontalo dan Bali, dengan memakai media standar International Streptomyces
Project medium 2 (ISP-2) dan media selektif kulit udang. Hasil skrining terbaik dari
uji antijamur tersebut adalah ekstraksi isolat 19B19A1 pada media selektif kulit
udang dengan konsentrasi 1mg/mL dibandingkan dengan isolat lain baik media
ISP-2 maupun kulit udang. Hasil analisis FTIR isolat unggul dengan EtOAc,
menghasilkan adanya serapan senyawa alkaloid pada bilangan gelombang 1237
cm-1 gugus C-N ulur. Kemudian uji KLT-bioautografi dengan pemurnian
kromatografi kolom dan melihat spot KLT, diperoleh senyawa aktif pada Rf 0.2
yang menunjukkan adanya senyawa alkaloid polar pada fraksi aktif 4 dengan berat
kristal 0,006g.

Kata Kunci: Aktinomisetes, ISP-2, kulit udang, Malassezia globosa, alkaloid.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM
ACTINOMYCETES ASSOCIATION OF INDONESIAN MARINE BIOTA
AS ANTIFUNGAL AGENT AGAINST Malassezia globosa

By

ADHELLA PRAGUSTIYANTI MINTARJO

Bioactive compounds from marine associated actinomycetes organisms are
potential source for treat infection disease. This study aims to obtain antifungal
bioactive compounds (Malassezia globosa) from extracts of 6 isolates (18A1301,
18D36A1, 18D36A2, 19A07A1, 19B19A1, and 19C38A1) from Gorontalo and
Bali waters, using International Streptomyces Project medium 2 (ISP-2) standard
media and shrimp skin selective media. The best screening result of the antifungal
test was the extraction of isolate 19B19A1 on shrimp skin selective media with a
concentration of 1mg/mL compared to other isolates both ISP-2 and shrimp skin
media. The results of FTIR analysis of superior isolates with EtOAc, resulted of the
presence of alkaloid compound absorption at wave number 1237 cm-1 C-N
stretching group. Then KLT-bioautography test with column chromatography
purification and looking at the KLT spot, obtained an active compound at Rf 0.2
which indicates the presence of polar alkaloid compounds in active fraction 4 with

a crystal weight of 0.006g.

Keywords: Actinomycetes, ISP-2, shrimp skin, Malassezia globosa, alkaloids
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kesadaran masyarakat dalam kesehatan sangat kurang dikarenakan banyak
penyakit infeksi yang disebabkan oleh jamur, seperti Malassezia sp. (Abdul dkk.,
2020). Indonesia sebagai negara beriklim tropis disertai curah hujan tinggi sangat
memungkinkan akan perkembangan penyakit infeksi yang disebabkan oleh jamur.
Jamur dengan mudah dapat menular lewat sentuhan kulit atau juga dari pakaian
yang terkontaminasi spora jamur (Hayati, 2014). Malassezia dapat menyebabkan
beberapa kondisi dermatologis, seperti tinea versicolor (Lestari dkk., 2021),
pityriasis versicolor, dermatitis atopik, ketombe, dermatitis seboroik, dan
folikulitis tetapi juga berperan dalam infeksi sistemik. Baru-baru ini Malassezia
dikaitkan dengan penyakit kronis yaitu penyakit radang usus (IBD), kanker, dan

gangguan neurologis seperti penyakit Alzheimer (Ehemann et al., 2022).

Obat tradisional seringkali digunakan untuk mengatasi masalah ini, salah satunya
pemanfaatan bawang putih (Sukma, 2016), senyawa bromelain pada kulit nanas
(Widowati dkk., 2020), ekstrak daun ketepeng cina (Yusuf dkk., 2020), cuka apel
(Itsa dkk, 2018), dan bahan alam lainnya. Namun kurun waktu ini, pemanfaatan
senyawa obat dari mikroorganisme telah banyak dilakukan khususnya sebagai
antijamur. Salah satu mikroorganisme penghasil senyawa bioaktif yaitu
aktinomisetes. Pada penelitian di tahun-tahun sebelumnya lebih banyak
menfokuskan target isolasi pada aktinomisetes tanah. Namun demikian, sekarang
ini pencarian senyawa bioaktif baru sudah mengarah pada aktinomisetes laut. Laut
memiliki biodiversitas lebih besar dibandingkan dengan tanah seperti diketahui

jenis mikroorganismenya juga akan lebih bervariasi dibandingkan mikroba tanah



(Das et al., 2006). Aktinomisetes merupakan kelompok mikroorganisme yang
banyak tersebar luas di alam khususnya pada biota laut. Aktinomisetes yang
memiliki kemampuan untuk mensintesis metabolit sekunder, enzim, dan antibiotik
lainnya (Oskay et al., 2004).

Indonesia mempunyai daerah laut yang luas +3.446.488 km? dengan kekayaan
alam yang sangat potensial sehingga dalam menemukan senyawa baru lebih besar
(Sarwono, 2010). Antibiotik dari aktinomisetes laut yang digunakan untuk
mengobati suatu penyakit, sekitar kurang lebih 24 jam jamur yang tumbuh harus
terus dipantau perkembangannya secara efektif guna mengurangi adanya jamur
dalam masalah kesehatan (Al-Ansari et al., 2020). Ali., (2009) melaporkan
senyawa Actinomycetes dari genus Streptomyces. dan Nocardia sp. mampu
menghambat jamur pada waktu 48 jam inkubasi. Maka pemantauan aktivitas
jamur dilakukan dengan modifikasi waktu pada pengujian hambatan jamur dan
pembunuhan jamur. Hal ini dapat meningkatkan potensi pembunuhan jamur,
mengurangi munculnya resistensi antijamur, dan memperluas spektrum aktivitas,
yang selanjutnya memperpendek durasi terapi antijamur serta mengurangi tingkat
kematian (Khalifa et al., 2021).

Pada penelitian ini akan dilakukan karakterisasi senyawa bioaktif aktinomisetes
asosiasi biota laut sebagai agen antifungi terhadap Malassezia globosa yang
dikultivasi pada media standar International Streptomyces Project medium 2 (ISP-
2) dan media selektif kulit udang. Terdapat 6 isolat yang berasal dari deposit
UPT-LTSIT Universitas Lampung dari Perairan Oluhuta, Teluk Tomini,
Gorontalo dan Perairan Buleleng, Pulau Bali, Bali. Pengkultivasian dilakukan
dengan metode Submerged Fermentation pada media International Streptomyces
Project medium 2 (ISP-2) dan metode Solid State Fermentation (SSF) pada kulit
udang. Untuk mendapatkan senyawa bioaktif dilakukan dengan teknik ekstraksi
yang dipekatkan menggunakan rotary evaporatory dan kromatografi kolom untuk
mendapatkan fraksi senyawa murni. Hasil uji aktivitas senyawa bioaktif
aktinomisetes dilakukan dengan teknik uji KLT-Bioautografi dengan waktu 24

jam dan di analisis profilik senyawa bioaktif diperiksa dengan menggunakan



KLT. Kemudian ekstrak isolat unggul dilakukan karakterisasi senyawa dengan
menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR).

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengkultivasi dan mengekstraksi senyawa bioaktif aktinomisetes pada media
International Streptomyces Project medium 2 (ISP-2) dan kulit udang

2. Skrining isolat aktinomisetes yang berasal dari Perairan Gorontalo dan Bali

3. Karakterisasi hasil ekstraksi isolat unggul aktinomisetes sebagai antijamur

4. Menentukan kemampuan senyawa bioaktif tersebut dalam daya hambat

terhadap fungi patogen Malassezia globosa

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi terkait senyawa

bioaktif dari isolat aktinomisetes asosiasi biota laut sebagai antifungi.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Perairan Indonesia

Indonesia menyatakan kepada dunia bahwa laut Indonesia satu kesatuan wilayah
NKRI dan sebagai negara kepulauan yang telah diakui dunia internasional melalui
konvensi hukum laut PBB ke tiga. Indonesia sebagai negara tropis, kaya akan
sumberdaya hayati yang dinyatakan dengan tingkat keanekaragaman hayati yang
tinggi (Lasabuda, 2013). Sumberdaya laut Indonesia mempunyai potensi yang
tinggi, khususnya ikan merupakan salah satu penyediaan pangan bagi masyarakat
(Hoek dkk., 2015). Perairan Indo-Pasifik yang sebagian besar terletak di perairan
Indonesia merupakan pusat keanekaragaman terumbu karang dunia dengan lebih
dari 400 spesies dan berbagai jenis ganggang laut tersebar di berbagai wilayah
pantai. Selain memiliki keanekaragaman hayati yang tinggi juga mempunyai luas
habitat yang besar, yaitu: 2,4 juta ha kawasan hutan bakau dan 8,5 juta ha terumbu
karang (Lasabuda, 2013).
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Gambar 1. Peta Perairan Indonesia (Mas Min, 2023)

Secara geografis Indonesia memiliki tiga perempat wilayahnya adalah laut (5,9
juta km?) dengan panjang garis pantai 95.161 km dimana 1,08% atau 62.600 km?
dilindungi sebagai taman nasional (Hanif et al., 2019). Keistimewaan kawasan ini
tidak hanya mencakup kekayaan spesies dan keanekaragaman habitat, tetapi juga
kondisi yang relatif murni. Pemahaman tentang dasar-dasar keanekaragaman
hayati diperoleh melalui penyelidikan molekul bioaktif dengan melakukan
penyelidikan kimia individu pada spesimen kecil untuk mengurangi biaya dan
meminimalkan dampak lingkungan. Caranya dengan menggunakan fermentasi
dan kultur mikroba laut (Capon, 2010).

2.2 Perairan Gorontalo

Sulawesi Tengah diperkirakan memiliki luas perairannya sekitar 3 kali luas
daratan 193.923, 75 km? membentang di sepanjang wilayah timur sejauh Teluk
Tolo dan Teluk Tomini dan sebelah barat adalah Selat Makassar dan sebagian dari
Laut Sulawesi. Potensi kelautan perairan di Sulawesi Tengah diperkirakan
mencapai 1.593.796 ton per tahun sehingga memiliki potensi yang sangat besar
karena perairan laut yang luas (Samudin and Mamar, 2019). Provinsi Gorontalo
yang berada di kawasan Teluk Tomini memiliki luas perairan kurang lebih 43.100

km? dengan panjang garis pantai 438.1 km (Tuli dkk., 2019). Teluk Tomini



secara administratif meliputi dua bagian yaitu Teluk Tomini di sebelah Timur
berbatasan dengan Laut Maluku, sedangkan di sebelah Timur Laut berbatasan

dengan Laut Sulawesi (Madjowa et al., 2020).

2.3 Perairan Bali

Kabupaten Buleleng yang secara geografis terletak di bagian utara Pulau Bali
memiliki potensi kelautan cukup tinggi karena panjang pantai yang luas mencapai
157,05 km (Yudasmara, 2016). Mengingat ekosistem terumbu karang Kabupaten
Buleleng, diperlukan suatu kesepakatan dan komitmen bersama yang melibatkan
masyarakat dan berdasarkan data-data ilmiah tentang zona pemanfaatan
sumberdaya pesisir di Kawasan Pesisir Kabupaten Buleleng (Prasetia, 2015).
Terumbu karang di kawasan pesisir Buleleng memiliki gugusan karang yang
sangat khas. Berdasarkan hasil pengamatan pada 3 stasiun pengamatan (pesisir
Buleleng timur, pesisir Buleleng tengah dan pesisir Buleleng barat), memiliki
kontur karang yang beranekaragam dari kontur yang datar sampai ke kontur yang
tiba-tiba berubah drastis menjadi terjal atau dalam istilah selam disebut “drop
off”. Kondisi terumbu karang di stasiun ini tergolong dalam kategori baik yaitu
77,13 % dengan memberikan pengaruh terhadap peningkatan jumlah karang lunak
dan sponge pada rataan terumbu dan profil dindingnya yang hampir tegak lurus
(Yudasmara, 2016).

2.4 Kulit Udang dan Kitin

Kulit udang merupakan salah satu golongan hewan krustasea yang mengandung
protein 25-40%, kalsium karbonat 45-50%, dan kitin 15-30% (Marganov, 2003).
Adapun limbah padat kulit udang yang dihasilkan selama pengolahan memiliki
jumlah sekitar 50% dari volume bahan baku (udang utuh). Limbah kulit udang
dapat diatasi dengan mengubahnya menjadi produk yang memiliki nilai tambah
seperti sumber untuk produksi enzim, asam laktik dan produksi kitin (Duan et al.,
2012). Melalui berbagai penelitian yang telah dilakukan limbah kulit udang ini

memiliki potensi yang besar sebagai penghasil kitin.



Kitin merupakan polimer alma yang banyak terkandung dalam makhluk hidup.
Kitin biasanya diproduksi dari limbah binatang bercangkang seperti kulit udang,
rajungan, kerang, yang berupa kepala, kulit, kaki dan ekor (crustaceae). Kitin
didapat dengan cara deproteinasi dan demineralisasi menggunakan asam dan basa
kuat (Sarwono, 2010). Kitin atau poli (B-(1—4)-N-asetil-D-glukosamin) adalah
polisakarida alami yang sangat penting. Biopolimer ini disintesis oleh sejumlah
besar makhluk hidup organisme dan itu milik polimer alam yang paling
melimpah, setelah selulosa (Younes and Rinaudo, 2015).
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Gambar 2. Struktur Kitin (Hendri dan Aspita, 2013).

Kitin merupakan biopolimer yang tersusun atas unit N-asetil-D-Glukosamin.
Struktur kitin sangat mirip dengan selulosa yang membedakan pada gugus
asetaminda diganti oleh gugus hidroksil pada atom karbonnya. Kitin mempunyai
massa molekul 1,03.10 — 2,5.106 Da dan merupakan senyawa biopolimer berantai

panjang dan tidak bercabang (Cahyono Eko, 2018).

2.5 Krustasea

Krustasea merupakan salah satu hewan benthos disamping moluska yang
memakan bahan tersuspensi (filter feeder) (Rahayu dkk., 2017). Krustasea
membentuk takson arthropoda yang besar dan beragam yang mencakup hewan
yang dikenal seperti kepiting, lobster, udang, dan teritip. Krustasea merupakan

invertebrata yang memiliki 6 kelas yang meliputi Branchiopoda, Remipedia,



Cephalocarida, Maxillopoda, Ostracoda dan Malacostraca. Krustasea dapat
hidup di sungai, laut, payau atau daerah mangrove, namun krustasea yang dapat
hidup di lingkungan tersebut hanya jenis tertentu (Duya dan Rista, 2019).

2.6 Sponge

Sponge sebagai invertebrata laut multi sel yang fungsi jaringan dan organnya
sangat sederhana. Biota laut ini dikenal dengan filter feeders, yaitu mencari
makanan dengan mengisap dan menyaring air melalui sel cambuk dan
memompakan air keluar melalui oskulum. Sponge mengandung komponen
metabolik primer dan sekunder yang berpotensi mengandung zat aktif komponen
kimia tertentu sehingga bermanfaat sebagai bahan baku obat dan kosmetik
(Marzuki, 2018).

Gambar 3. Morfologi Sponge (Amir dan Budiyanto, 1996).
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Adapun pada penelitian Payangan (2018) telah diuji Sponge Phyllospongia
lamellose yang diasosiasi dengan fungi Candida albicans bahwa terdapat uji
aktivitas mikroba yang menghasilkan kategori sangat kuat. Dimana suatu senyawa
antimikroba mampu menghambat pertumbuhan mikroba jika pemberian secara
terus-menerus dan jika penambahan senyawa dihentikan atau habis maka
pertumbuhan mikroba akan meningkat.

2.7 Aktinomisetes

Aktinomisetes adalah bentuk peralihan bakteri dan fungi yang banyak ditemukan
di tanah dan juga sedimen. Selama lebih dari 70 tahun, aktinomisetes (ordo
Actinomycetales) telah diakui sebagai sumber penting bagi senyawa bioaktif alami
(Ratnakomala dkk., 2017). Banyak aktinomisetes yang memiliki kemampuan
untuk mensintesis metabolit sekunder seperti enzim, herbisida, pestisida, dan
antibiotik lainnya. Dengan kemampuan aktinomisetes ini, peneliti-peneliti mulai
mencoba mencari antibiotik baru pada aktinomisetes laut. Laut memiliki
biodiversitas lebih besar dibandingkan dengan tanah sehingga jenis

mikroorganismenya lebih bervariasi daripada mikroba tanah (Das et al., 2006).
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Gambar 4. Pertumbuhan Isolat Aktinomisetes Pada Media Kultur (Li et al.,
2016).

Miselium udara dari aktinomisetes juga merupakan hifa miselium substrat yang
dapat berkembang ke tahap tertentu dan tumbuh ke udara. Terkadang antara
keduanya susah dibedakan, tetapi dapat dibedakan dengan adanya preparasi pada
cover slip, yaitu dengan cara dilihat pada mikroskop cahaya dengan bentuk
morfologi hifa substrat berbentuk ramping, transparan, dan gelap (Dhanasekaran
and Jiang., 2016). Diantara yang termasuk aktinomisetes, kelompok Streptomyces
merupakan kelompok yang penting secara ekonomis, karena lebih dari 10.000

antibiotik yang telah ditemukan saat ini (Subramani et al., 2020).
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Gambar 5. Struktur Spora Dari Aktinomisetes (Barka et al., 2016).

2.8 Aktinomisetes Sebagai Penghasil Senyawa Bioaktif

Senyawa bioaktif adalah senyawa yang diproduksi secara alami dari berbagai
spesies jamur dan bakteri. Mikroorganisme yang mampu menghasilkan metabolit
sekunder tersebut adalah aktinomisetes. Pentingnya karena kemampuan
aktinomisetes untuk menghasilkan kelas yang berbeda dari antibiotik dalam hal
struktur kimia dan mekanisme. Selain itu, berbagai spesies aktinomisetes mampu

menghasilkan kelas antibiotik yang sama (Grasso et al., 2016).

Aktinomisetes memiliki variasi morfologi sel, termasuk kokoid (Micrococcus),
batang (Mycobacterium), dan batang-kokoid (Arthrobacter), spora bercabang
yang mengandung hifa (Micromonospora), bentuk hifa yang terfragmentasi
(Nocardia sp.), dan juga membentuk miselia bercabang permanen dan
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berdiferensiasi (Streptomyces sp., Frankia) (Barka et al,2016). Dari sudut
pandang genetik, gen yang terlibat dalam biosintesis antibiotik dan metabolit lain
termasuk dalam metabolisme sekunder terletak di genom mikroorganisme.
Umumnya, dimungkinkan untuk mengidentifikasi urutan pengkodean (gen) yang
mampu mempromosikan atau menghambat ekspresi gen yang merespon
perubahan lingkungan tertentu. Gen-gen ini mengodekan enzim yang terlibat
dalam perakitan dan pengeditan senyawa bioaktif dalam melindungi sel dari
toksisitasnya (Nodwell, 2017).

Telah banyak penelitian dilakukan untuk mengetahui potensi antijamur dan
antibakteri dari isolat aktinomisetes. Queendy dan Roza pada tahun 2019,
melaporkan bahwa adanya aktivitas antijamur dari 32 isolat aktinomisetes, 31
diantaranya memiliki potensi antijamur. Secara keseluruhan terdapat empat isolat
aktinomisetes yang mampu membentuk zona bening, yaitu C1.15, B1.07, D2.31
dan C2.21. Selebihnya menghasilkan zona hambat yang keruh.

Gambar 6. Senyawa Antijamur dari Aktinomisetes (Queendy dan Roza, 2019).

2.9 Submerged Fermentation (SmF)

Submerged Fermentation (SmF) adalah salah satu metode fermentasi yang telah
digunakan oleh industri sebagai contoh dalam produksi enzim, karena kontrol
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yang lebih baik dari parameter yang mempengaruhi hasil dari temperatur produk
dan pH untuk penskalaan proses untuk kapasitas produksi industri. Keuntungan
dari Submerged Fermentation adalah lebih mudah dikelola dan tahan lama, serta
aplikasi industri lebih disukai daripada terendam fermentasi (Janusz et al., 2015).
Dengan adanya media standar ISP-2 dapat mengetahui pertumbuhan atau
perkembangan aktinomisetes.

International Streptomyces Project medium adalah media yang menggabungkan
ekstrak ragi dan ekstrak gandum yang dilakukan pada fase cair dalam pelarut yang
sesuai isolat gunakan. International Streptomyces Project medium (ISP) dibagi
dalam beberapa media yaitu media ISP 1 menggunakan ekstrak tryptone-yeast,
media ISP 2 menggunakan ekstrak ragi-ekstrak malt agar, sedangkan ISP 4
menggunakan anorganic salts-starch agar. Media ISP dikembangkan oleh Difco
Laboratories untuk memilih stabil sifat dan prosedur yang dapat direproduksi.
Untuk karakterisasi Spesies Streptomyces ekstrak ragi dan ekstrak malt
menyediakan nitrogen, asam amino dan vitamin dalam ISP Medium 2. Dekstrosa
adalah sumber karbon. Pada penelitian ini digunakan isolat asosiasi biota laut
yang berasal dari Perairan Indonesia sehingga digunakan pelarut Artificial Sea
Water (ASW) (Chaiharn et al., 2020).

2.10 Solid State Fermentation (SSF)

Solid-State Fermentation didefinisikan sebagai fermentasi yang melibatkan
padatan tanpa (atau hampir tidak ada) air; namun, substrat harus memiliki
kelembapan yang cukup untuk mendukung pertumbuhan dan metabolisme
mikroorganisme (Pandey et al., 2000). Bahan padatan dapat berupa sumber
karbon (dan nutrisi lainnya), atau dapat menjadi bahan inert untuk mendukung
pertumbuhan mikroorganisme di atasnya. Potensi SSF adalah untuk menyediakan
mikroorganisme yang dibudidayakan suatu lingkungan di mana biasanya mereka
ada dan mereka diisolasi. Hal ini rupanya merupakan faktor utama mengapa
mikroba bekerja dengan baik dan memberikan hasil produk yang lebih tinggi

dalam SSF jika dibandingkan dengan fermentasi cair yang dilakukan dalam
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bioreaktor tertutup, meskipun dengan kondisi pertumbuhan dan aktivitas yang
optimal (Nigam and Pandey, 2009).

SSF merangsang pertumbuhan mikroorganisme di alam pada padatan lembab
(Mitchell and Lonsane, 1990). Studi telah mengidentifikasi rangsangan
lingkungan spesifik SSF yang memiliki efek besar terhadap produksi metabolit
sekunder. Metabolit sekunder (SM) adalah senyawa dengan struktur kimia yang
bervariasi, yang dihasilkan oleh mikroorganisme setelah fase pertumbuhan yang
cepat. Metode Solid State Fermentation merupakan teknik yang efisien, murah,
dan ramah lingkungan untuk mengubah sampah organik menjadi turunannya.
Pemanfaatan aktinomisetes dari laut sebagai pengurai limbah cangkang udang
menjadi produk oligomer masih sangat terbatas. Aktinomisetes diketahui dapat
menguraikan bahan organik karena mampu menghasilkan berbagai macam enzim;
salah satunya adalah kitinase, yang sangat cocok untuk menguraikan biopolimer
di alam menjadi bentuk sederhana (Setiawan et al., 2022). Pada jamur penghasil
Coniochaeta ellipsoidea, menghasilkan antibiotik hanya di SSF (MP Segreth et
al., 2003).

2.11 Antifungi

Penyakit kulit yang disebabkan infeksi jamur merupakan penyakit yang sering
dijumpai di negara tropis. Menurut Kemenkes (2013), iklim tropis dan
kelembapan udara yang tinggi merupakan salah satu faktor penyebab infeksi
jamur kulit di Indonesia. Beberapa jenis fungi merugikan dapat menyebabkan
penyakit pada manusia, hewan, tumbuhan, dan menyebabkan pembusukan pada
makanan. Pola hidup yang kurang sehat dan didukung iklim tropis dengan
kelembaban udara tinggi di Indonesia memengaruhi pertumbuhan fungi (Ningrum
dkk., 2021).

Antifungi adalah antibiotik yang mampu menghambat hingga mematikan
pertumbuhan fungi. Antifungi mempunyai dua pengertian yaitu fungisidal dan

fungistatik. Fungisidal didefinisikan sebagai suatu senyawa yang dapat
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membunuh jamur, sedangkan fungistatik dapat menghambat pertumbuhan jamur
tanpa mematikannya. Mekanisme kerja senyawa antifungi menghambat
biosintesis Kitin, biosintesis glukan, merusak fungsi mannoprotein, interaksi
dengan ergosterol (Franklin and Snow, 2005). Untuk menghambat ataupun
membunuh jamur, terdapat berbagai macam senyawa bioaktif yang dapat
mengatasinya salah satunya senyawa alkaloid. Senyawa alkaloid dapat bekerja
secara sinergis dengan flavonoid, saponin, dan tannin dalam hal mekanisme
antifungi. Olivia et al., 2004 menyebutkan bahwa senyawa alkaloid memiliki efek

sebagai antijamur.

2.12 Malassezia globosa

Malassezia hampir secara eksklusif merupakan eukariotik tunggal anggota flora
mikroba kulit. Malassezia telah diakui selama lebih dari 150 tahun sebagai
anggota manusia flora kulit dan agen etiologi penyakit kulit tertentu. Pada mulai
tahun 1800, tercatat bahwa sel ragi dan filamen hadir dalam sisik kulit pasien
dengan pityriasis versicolor, seperti contohnya ketombe. Ketombe adalah kondisi
kulit patologis pada kulit kepala dan ditandai dengan pengelupasan dengan
peradangan. Genus Malassezia mencakup tujuh spesies, tiga taksa sebelumnya
(M. furfur, M. pachydermatis, dan M. sympodialis) dan empat taksa baru (M.
globosa, M. obtusa, M. restrita, dan M. slooffiae). Selain itu, M. globosa dan M.
restrita adalah ditemukan pada kulit hampir semua manusia. Telah menunjukkan
bahwa asam oleat bertanggung jawab atas sebum kulit kepala dihasilkan dari
hidrolisis trigliserida oleh M. globose lipase. Data ini sangat mengimplikasikan

M. globosa dalam patogenesis ketombe (Prete et al., 2016).
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Gambar 7. Penyakit Kulit Pada Kepala (Luthfi, 2021)

Populasi khamir Malasseziafurfur., M. globosa, Pytirosporu movale dan Candida
albicans meningkat nyata pada individu yang berketombe (Rudramurthy et al.,
2014). Karena itu, pengobatan ketombe ditujukan untuk mengurangi sebum pada
kulit kepala dan menghambat pertumbuhan dan aktivitas populasi khamir
penyebab ketombe (Schwart et al., 2012). Penapisan senyawa bioaktif ekstrak
jeruk purut dilakukan berdasarkan Harborne (1998). Ekstrak metanol dan ekstrak
diklormetan buah jeruk purut 400 g dilaporkan mampu menghambat

pertumbuhan khamir penyebab ketombe (Chowdhury et al., 2009).

2.13 Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu teknik pemisahan molekul berdasarkan perbedaan
pola pergerakan antara fase gerak dan fase diam untuk memisahkan komponen
yang berada pada larutan. Adapun fase gerak adalah sistem kromatografi yang
berfungsi untuk mendorong agar komponen — komponen cuplikan tidak dapat
bergerak dan fase diam adalah sistem kromatografi yang berfungsi untuk
mempengaruhi komponen — komponen cuplikan tetap diam pada posisinya.

Berbagai macam jenis kromatografi sebagai berikut:
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1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan metode yang menggunakan
lempeng kaca atau lembaran plastik yang ditutupi penyerap untuk lapisan
tipis dan kering bentuk silika gel aluminium. Kromatografi Lapis Tipis
digunakan sebagai penentuan jumlah komponen dalam campuran,
penentuan identitas antara dua campuran, penentuan kereaktifan
pemurnian, penentuan kondisi yang sesuai untuk pemisahan pada
kromatografi kolom, dan memonitor kromatografi kolom (Iskandar, 2007).

2. Kromatografi Kolom (KK)
Prinsip dasar kromatografi kolom adalah suatu pemisahan yang dapat
dilakukan berdasarkan pola distribusi dalam fasa gerak dan fasa diam
dengan meletakkan sampel-sampel dan pelarut pada ujung atas kolom.
Kelebihan dalam kromatografi kolom adalah dapat menetukan jumlah
komponen campuran untuk pemisahan pemurnian, murah dan mudah

karena alat yang sederhana.

2.14 Fourier Transform Infrared (FTIR)

Fourier Transform Infrared (FTIR) adalah salah satunya teknik analisis yang
dapat digunakan untuk mengkarakterisasi sampel sehingga menghasilkan gugus
fungsi (Fan et al., 2012). Dalam prosedur analisis FTIR, sampel terkena kontak
dengan inframerah (IR) radiasi. Radiasi IR kemudian memiliki dampak pada
getaran atom molekul dalam sampel yang menghasilkan penyerapan dan/atau
transmisi energi. Hal ini membuat FTIR berguna untuk menentukan getaran
molekul tertentu yang terkandung dalam sampel (Nandiyanto et al., 2019). Data

interpretasi spektrum inframerah dapat dilihat pada Tabel 1.
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Tabel 1 Tabel Serapan FTIR Senyawa Alkaloid (Aksara dkk, 2013)

Jenis Vibrasi Bilangan Gelombang

(cm-1)
OH ulur 3200-2700
N-H ulur 3300-3500
C=0 ulur 2700-1725
C-H alifatik 2850-2950
C-H aromatic tekuk 1300-1475
N-C=0 570-630
C-0O (C-0O-C) ulur 1077-1082
C-N ulur 1300-900

2.15 High Throughput Screening Assay (HTS Assay)

Berbagai skrining throughput tinggi metode telah dikembangkan untuk menyaring
aktivitas antijamur. Kjeldgaard et al., (2021) mengembangkan dua metode
throughput tinggi untuk skrining antijamur. Metode pertama adalah layar berbasis
agar-agar di 48-sumur pelat mikrotiter yang bergantung pada penilaian visual
masing-masing sumur. Metode kedua menggunakan media kaldu cair dan
menggunakan pembacaan spektroskopi pada 630nm untuk mengukur

pertumbuhan jamur.

Metode skrining throughput tinggi lainnya yang dikembangkan oleh Inglin et al.,
(2015) untuk deteksi aktivitas antijamur oleh Lactobacillus spp. juga
mengandalkan visual penilaian. Garnier et al., (2018) juga mempelajari aktivitas
antijamur LAB dengan penilaian visual penghambatan jamur pada matriks meniru
keju. Pemutaran throughput tinggi dapat digunakan sebagai penentuan awal yang
kandidat penghambat jamur harus ditindaklanjuti dengan eksperimen in vivo. Ini
membantu mengurangi penyaringan in vivo dengan memilih hanya konsentrasi/

kombinasi inhibitor yang menunjukkan potensi dengan in vitro eksperimen.
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2.16 KLT Bioautografi

Uji KL T-bioautografi dilakukan pemantauan spot sampel pada KL T untuk
mengidentifikasi senyawa yang terdapat dalam kromatogram hasil elusi yang
memiliki aktivitas antimikroba dengan melihat perubahan warna bercak spot pada
Kromatogram Lapis Tipis (Paramita dkk., 2018). Dasar KLT-bioautografi adalah
teknik difusi agar, dimana senyawa antimikroba berpindah dari plat KLT ke
medium agar yang telah mengandung bakteri atau jamur. Metode difusi agar
merupakan metode yang cepat dan sederhana. Hasil dari pengujian dengan metode
ini adalah terbentuknya zona bening disekitar tempelan Kromatografi Lapis Tipis
ynga telah dielusi. Zona bening menunjukkan ekstrak yang diuji memiliki
aktivitas antimikroba yang menyebabkan mikroba uji tidak dapat tumbuh.
Semakin besar diameter zona bening yang dihasilkan, maka semakin tinggi
aktivitas zat uji tersebut. (Widayat dkk, 2015).

Gambar 8. KLT Bioautografi Terhadap Aktivitas Antijamur (Widayat dkk,
2015).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober 2022 sampai Juni 2023 di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi (UPT-LTSIT) dan
Laboratorium Biopolimer, Fakultas MIPA, Universitas Lampung. Analisis Light
Microscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM), dan Fourier Transform
Infrared Spectrometer (FTIR) dilakukan di UPT LTSIT Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas diantaranya
gelas kimia, pipet tetes, erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur, cawan petri, batang
pengaduk, mikropipet, pinset, gunting, botol kaca, cutter, loop ose, cover glass,
oven, lampu spiritus, hot plate, cottonbud, spatula logam, karet gelang, spidol,
autoclave Tomy SX-700, neraca analitik Wigen Houser, Rotary Evaporator
Buchii/R210, Laminar air flow, Incubator Memmert-Germany/INC-02,
Mikroskop Axio Imager with ApoTome 2 Zeiss Z2, corong pisah, Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) dengan fase diam alumunium silica gel DC kielsel 60 F2s4,
lampu UV Kohler/SN402006, serta kolom kromatografi, Scanning Electron
Microscopy (SEM) Merk EVO 10, dan Fourier Transform Infrared (FTIR) (Cary
630).

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah limbah kulit udang,

akuades, HCI pekat teknis, NaOH teknis, NaCl teknis, agar swallow, kentang



21

segar, glukosa, alcohol teknis, dimetil sulfoksida (DMSQ), methanol (MeOH)
pro analysis, ketokonazol, etil asetat (EtOAcC) pro analysis, n-heksana teknis,
koloid kitin, air laut buatan (Artificial Sea Waterl), silika gel 60 Kromatografi
Kolom Terbuka (0,063-0,00 mm, Merck KgaA, Darmstadt, Jerman), reagen
visualisasi KLT meliputi serium sulfat (Ce(SO,),) (Ce(IV) dan H,SO, dalam
akuades), dragendorff (Larutan 1: bismut nitrat dengan air dan asam asetat
glasial; Larutan 2: larutan KI dengan asam asetat glasial), Potato Dextrose
Agar (PDA), malt, yeast extract Mueller Hinton Agar (MHA).

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Peremajaan

Pada penelitian ini 6 isolat aktinomisetes diperoleh dari deposit UPT LTSIT yang
telah diisolasi dari Perairan Oluhuta, Teluk Tomini, Gorontalo
(0°25011.9”N123°080 31.8”E) pada tahun 2019 (Setiawan et al., 2022) dan
Perairan Buleleng, Bali (°0720.9"” LS 114°34'03.8" BT) pada tahun 2018 meliputi
sponge dan tunicate (Widyastuti et al., 2022). Isolat aktinomisetes asosiasi
Perairan Gorontalo (kode sampel 19A07A1, 19B19A1, dan 19C38A1) dan isolat
aktinomisetes asosiasi Perairan Bali (kode sampel 18A1301, 18D36A1, dan
18D36A2) diremajakan dengan media 1% koloid Kitin agar dalam Artificial Sea
Water (ASW) dari acuan (Hsu and Lockwood, 1975) yang telah dimodifikasi
menggunakan NaCl dan air lalu dilarutkan sesuai dengan ukuran 30ppt salinitas
kemudian disaring mengggunakan tisu dan kapas. Untuk mikroorganisme jamur
patogen Malassezia globosa didapat dari Laboratorium Parasitologi, Universitas

Indonesia yang diremajakan pada media Potato Dextrose Agar (PDA).

3.3.2 Kultivasi dan Ekstraksi

Kultivasi dilakukan pada dua media yaitu media standar International

Streptomyces Project medium 2 (ISP-2) dan media selektif kulit udang sebagai
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media penghasil ekstrak kasar yang mengandung senyawa bioaktif dari
aktinomisetes terhadap aktivitas pertumbuhan jamur.

3.3.2.1 Submerged Fermentation (SmF)

Pertumbuhan isolat aktinomisetes dilakukan menggunakan fermentasi media
International Streptomycetes Project (ISP-2) mengacu pada (Al-Ansari et al.,
2020). Pertama, isolat aktinomisetes dari Perairan Gorontalo dan Perairan Bali
yang dipilih ditumbuhkan pada 20 mL media kultur ISP-2 (1% malt, 0,4%
glukosa, dan 0,4% yeast extract dengan 100ml air laut buatan 30ppt yang steril)
pada 100ml erlenmeyer. Selanjutnya inokulum diinkubasi selama 7 hari. Kultur
primer kemudian dituangkan dan diinokulasikan dengan volume inokulum primer
(1:5 rasio) dalam media International Streptomyces Project medium 2 (ISP2)
2000ml erlenmeyer. Setelah itu dibiarkan proses pengkulturan dengan inkubasi
selama 14 hari. Setelah selesai inkubasi, senyawa metabolit sekunder yang didapat
ditambahkan volume yang sama (1:1 rasio) etil asetat sebagai pelarut kemudian
didiamkan selama 24 jam dan disaring untuk mendapatkan filtrat dan
aktinomisetes. Filtrat yang didapat kemudian dilakukan pemisahan secara partisi.
Etil asetat dikumpulkan dan dipekatkan dengan menguapkan pelarut dalam rotary

evaporator pada tekanan 98 mbar, temperatur 40 °C.

3.3.2.2 Solid State Fermentation (SSF)

Tahapan fermentasi padat isolat terpilih dilakukan mengacu pada metode
Setiawan et al., (2022). Mula-mula isolat diinokulasikan pada 30 mL wadah botol
kaca media 1% koloid kitin cair dan diinkubasi selama 7 hari. Selanjutnya
inokulum dituang ke dalam 150 g limbah cangkang udang steril dalam erlenmeyer
2000 mL dan diinkubasi selama 14 hari. Pemisahan ekstraksi senyawa dilakukan
dengan proses maserasi selama 24 jam menggunakan etil asetat lalu disaring dan
didapatkan filtrat etil asetat. Filtrat tersebut kemudian dipekatkan dengan rotary

evaporator pada tekanan 98 mbar, temperatur 40 °C.
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3.3.3 Skrining Aktivitas Antifungi

Metode High Throughput Screening Assay (HTS Assay) dilakukan untuk
menentukan aktivitas antijamur menggunakan wadah (sumur) 96-well plate yang
absorbansinya diukur menggunakan pembaca pelat Hospitex di OD630 nm. Jamur
berumur 1-2 hari dikultur pada media Potato Dextrose Agar (PDA). Persiapan
sampel 6 isolat aktinomisetes dimasukkan ke dalam microtube dan diuapkan.
Kemudiian microtube ditimbang agar dapat dihitung pengenceran dengan
penambahan 2% DMSO.

Setelah disiapkan sampel kemudian dilakukan uji skrining untuk mendapatkan 1
sampel hasil isolat unggul dari 6 sampel isolat aktinomisetes. Spora dipanen
menggunakan jarum ose, lalu digoreskan dalam tabung vial 15ml yang berisi
inokulum 10 mL media Potato Dextrose Broth (PDB). Tabung didiamkan untuk
dapat di cek kekeruhan standar Mc. Farland (OD630nm= 0,08-0,1). Semua
ekstrak dibuat untuk 10 mg/mL larutan stok. Ketoconazol digunakan sebagai
kontrol positif, 2% DMSO digunakan sebagai kontrol negatif, dan sumur tanpa
jamur digunakan sebagai kontrol kontaminasi. Setiap sumur berisi 80uL media
PDB, 100pL suspensi jamur, dan 20uL larutan ekstrak. Plate diinkubasi selama

48 jam pada temperatur kamar. % inhibisi diukur dengan rumus sebagai berikut:

X blanko—X sampel
X blanko

% inhibisi = x 100%

(Setiawan et al., 2022).

3.3.4 Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak kasar dari isolat yang aktif sebagai antifungi kemudian dianalisis
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Analisis dilakukan dengan
menggunakan fase diam alumunium silica gel DC kielsel 60 F2s4 dan fasa gerak n-
heksana: EtOAc (10: 1). Hasil penotolan yang telah dielusi, kemudian
diidentifikasi menggunakan UV 254nm untuk mengetahui senyawa ikatan
rangkap terkonjugasi. Kemudian diidentifikasi uji visualisasi dengan reagen

serium sulfat (CeSOa4)2 untuk memvisualisasikan senyawa organik dan reagen
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dragendorff untuk mengetahui senyawa bioaktif mengandung alkaloid sesuai spot
(bercak) yang didapat.

3.3.5 Identifikasi Morfologi Isolat Unggul

Identifikasi morfologi isolat unggul secara mikroskopik dilakukan dengan
menggunakan metode cover slip 45° pada media 1% koloid Kitin agar yang
kemudian dianalisis menggunakan mikroskop. Pertama, cover slip steril yang
bersih ditanam pada kemiringan 45° dalam cawan petri agar dan dikultur selama 7
hari. Cover slip diangkat menggunakan pinset dan ditempatkan pada slide kaca
yang bersih. Lalu diamati di bawah Zeiss Axio Imager Microscope with ApoTome
2 Zeiss Z2 untuk diamati bentuk miselium substrat pada media koloid kitin yang
dimodifikasi pada temperatur kamar selama 14 hari (Rendowaty dkk., 2017). Lalu
dianalisis lebih lanjut menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) yang
mengacu pada Widyastuti et al., (2022) untuk diamati berdasarkan bentuk

miselium spora dan warna ornamen spora.

3.3.6 Karakterisasi Senyawa Bioaktif Menggunakan Fourier Transform
Infrared (FTIR)

Untuk melihat gugus fungsi senyawa bioaktif dilakukan karakterisasi
menggunakan FTIR. Gugus fungsi yang ada dalam ekstrak kasar dikarakterisasi
pada kisaran 400-4000 cm ™! dalam cakram KBr menggunakan spektroskopi
inframerah Fourier Transform Infrared (FTIR) Cary 630 (Agilent, Santa Clara,
CA, United States) di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra
Inovasi (UPT-LTSIT) Fakultas MIPA, Universitas Lampung (Balachandar et al.,
2018).
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3.3.7 Kultivasi Skala Besar Isolat Unggul dan Ekstraksi Senyawa Bioaktif

Kultivasi skala besar dilakukan sepuluh Kkali lipat lebih banyak daripada kultivasi
pada dua media tumbuh sebelunya. Perlakuan kultivasi skala besar untuk
memperbanyak hasil ekstrak kasar isolat unggul yang akan dilakukan pengujian
dan tahapan selanjutnya. Kultur yang didapat kemudian diekstraksi menjadi filtrat
yang mengandung isolat unggul lalu dipekatkan dengan rotary evaporator pada

tekanan 98 mbar, temperatur 40 °C.

3.3.8 Pemurnian Senyawa

Berdasarkan dari acuan (Silaa dkk, 2019) dengan sedikit modifikasi bahwa
ekstrak kasar yang didapat dari perbesaran jumlah kultur kemudian dimurnikan
dengan menggunakan metode kromatografi kolom untuk mendapatkan senyawa
yang murni. Tahap pertama kromatografi kolom adalah mempersiapkan media
kolom kromatografi dengan dimasukkan kapas berukuran kecil yang diletakkan di
bawah media kolom agar silika gel 60 tidak keluar dari kolom. Silika gel 60
dimasukkan ke dalam kolom kromatografi sebagai fase diam dan n-heksana
sebagai fase gerak. Silika gel 60 di dalam kolom kromatografi dibasahi dengan n-
heksana dan dipadatkan kemudian ekstrak kasar isolat unggul dalam pelarut
organik dimasukkan pada permukaan kolom kromatografi menggunakan pipet
tetes. Selama pemisahan berlangsung silika gel 60 diperlakukan secara
basah/lembab dengan pelarut organik ekstrak isolat unggul menggunakan
perbandingan yang berbeda. Hasil pemisahan tersebut dikumpulkan pada botol
vial yang membentuk beberapa fraksi. Tahapan lebih lanjut dilakukan analisis
kromatografi lapis tipis untuk menentukan komponen senyawa bioaktif serta
untuk mendapatkan fraksi murni yang dapat berperan sebagai agen antijamur
dilakukan uji KLT-Bioautografi.
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3.3.9 Uji KLT-Bioautografi Metode Difusi Agar

Uji aktivitas antijamur terhadap Malassezia globosa dilakukan tahapan uji KLT-
Bioautografi isolat unggul dengan sedikit modifikasi yang mengacu pada metode
Paputungan dkk, (2019). Untuk uji KLT-Bioautografi, media Potato Dextrose
Agar (PDA) disiapkan sebagai tempat pembiakan jamur Malassezia globosa.
Setelah itu dibuat inokulum jamur pada media PDB hingga kekeruhan mencapai
McFarland dengan masa inkubasi selama 24 jam. Kemudian totolan fraksi dari
hasil pemisahan senyawa secara kromatografi kolom di elusi menggunakan eluen
n-heksana: EtOAc (10:1) pada pelat KLT. Media PDA yang telah memadat
didalam cawan petri dan telah digores inokulum jamur kemudian diatasnya
diletakkan pelat KLT dalam posisi menempel pada media PDA. Setelah itu
didiamkan selama 60 menit didalam refrigerator untuk dilakukan proses difusi.
Pelat KLT kemudian diambil dan dikeluarkan dari media lalu diinkubasi selama
24 jam. Uji positif kemurnian fraksi senyawa bioaktif pada aktivitas inhibisi
terhadap Malassezia globosa menunjukkan adanya totolan spot yang sesuai

dengan pola KLT.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh simpulan sebagai berikut:

1. Supernatan ekstrak kultur isolat aktinomisetes 19B19A1 pada media kulit
udang memiliki potensi sebagai antifungi.

2. Supernatan ekstrak kultur isolat 19B19A1 media kultur padat kulit udang
mampu menghambat dengan nilai inhibisi sebesar 30% pada konsentrasi
Img/mL variasi waktu 48 jam.

3. Berdasarkan karakteristik FTIR didapatkan bahwa isolat 19B19A1
menghasilkan sebagai senyawa alkaloid.

4. Isolat aktinomisetes 19B19A1 terindikasi sementara sebagai Streptomyces

berdasarkan bentuk, ukuran, dan warna spora.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, penulis memberikan beberapa saran

sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan karakterisasi lebih lanjut terkait kepolaran isolat dan penentuan
struktur dengan menggunakan LCMS-MS.

2. Perlu dilakukan filogenetik pada isolat 19B19A1 untuk menentukan jenis

genus aktinomisetes.
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