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ABSTRAK

KARAKTERISASI DAN UJI AKTIVITAS ANTIMIKROBA KITOSAN DAN
EKSTRAK SENYAWA BIOAKTIF DARI ISOLAT FUNGI ENDOFIT

Oleh

Wahidatun Nur Khasanah

Produksi kitosan dari sumber fungi telah mendapat perhatian yang meningkat dalam
beberapa tahun terakhir. Pada penelitian ini 4 isolat fungi dikultivasi pada media Malt
Extract dan Potato Dextose Broth (PDB) selama 14 hari yang kemudian diekstraksi
dan discreening. Berdasaran hasil screening, isolat fungi 19A15-RF pada media PDB
diperoleh sebagai isolat unggul penghasil kitosan dan ekstrak senyawa bioaktif
sebagai agen antimikroba. Identifikasi morfologi isolat 19A15-RF diindikasikan
sebagai genus Aspergillus. Scale up 5 L pada media PDB menghasilkan total
rendemen Kitosan sebesar 11,125%. Berdasarkan hasil uji antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa serta antifungi terhadap
Malassezia globosa, kitosan dan ekstrak isolat 19A15-RF memiliki potensi sebagai
agen antimikroba pada dosis 0,5 mg/mL. Hasil ini menunjukkan bahwa fungi endofit
yang berasal dari organisme laut terkait dengan strain 19A15-RF, belum banyak
diketahui sebagai sumber antimikroba. Informasi awal ini penting, karena dapat
digunakan sebagai dasar untuk pengembangan lebih lanjut dalam pencarian
antimikroba yang berasal dari fungi endofit yang berasosiasi dengan organisme laut.

Kata Kunci : Fungi, Kitosan, Senyawa Metabolit, Antimikroba, dan Karakterisasi.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CHITOSAN
AND EXTRACTS OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM ENDOPHYTIC
FUNGI ISOLATES

By

Wahidatun Nur Khasanah

Production of chitosan from fungi sources has received increasing attention in recent
years. In this study, 4 fungi isolates were cultivated on Malt extract and Potato
Dextose Broth (PDB) media for 14 days, then extracted and screened. Based on the
screening results, isolates of the fungi 19A15-RF on PDB media were obtained as
superior isolates producing chitosan and extracts of bioactive compounds as
antimicrobial agents. Morphological identification of isolate 19A15-RF is indicated
as the genus Aspergillus. Scale up 5 L on PDB media resulted in a total yield of
chitosan of 11.125%. Based on the results of antibacterial tests against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa and antifungi against
Malassezia globosa, chitosan and isolate extract 19A15-RF have potential as
antimicrobial agents at doses of 0.5 mg/mL. These results indicate that endophytic
fungi derived from marine organisms related to the 19A15-RF strain are not widely
known as a source of antimicrobials. This initial information is important, because it
can be used as a basis for further development in the search for antimicrobials derived
from endophytic fungi associated with marine organisms.

Keywords: Fungi, Chitosan, Metabolite Compounds, Antimicrobials, and
Characterization.
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. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kitosan dihasilkan dari kitin dan mempunyai struktur kimia yang sama dengan kitin,
terdiri dari rantai molekul yang panjang dan berat molekul yang tinggi. Perbedaan
antara kitin dan kitosan ada pada setiap cincin molekul kitin terdapat gugus asetil (-
CH3-CO) pada atom karbon kedua, sedangkan pada kitosan terdapat gugus amina(-
NH.). Sumber kitosan sangat melimpah di alam terutama dari hewan golongan
krustasea seperti udang dan kepiting (Sanjaya dan Yuanita, 2007). Tidak hanya pada
hewan golongan krustasea, penelitian tentang kitosan yang berasal dari fungi dan ini
merupakan salah satu alternatif sebagai sumber kitosan yang efektif dan aman dalam
proses ekstraksinya (Muzarelli, 2013). Dinding sel fungi banyak memiliki kandungan
seperti kitin, kitosan, dan B-glucan (Belonoznikova et al., 2022). Berbagai penelitian
menunjukkan bahwa fungi merupakan sumber kitosan yang memiliki potensi besar

untuk menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif (Mohammad and Wright, 2006).

Kitosan banyak dimanfaatkan dalam bidang industri, diantaranya untuk pengawet
makanan (pengganti formalin dan boraks) (Sharif et al., 2018). Kitosan dapat
berfungsi sebagai bahan pengawet karena memiliki sifat antibakteri (Zheng dan Zhu,
2002 dalam No et al.,2002). Kitosan juga digunakan sebagai bahan pengolahan
limbah kosmetik, biokontrol dalam hortikultura dan pertanian (Devappa et al., 2021),
sebagai pembalut luka hingga pendarahan yang parah, sebagai obat pelangsing,

(Amirian et al., 2021), dan sebagai agen penghantaran obat (Idris et al., 2021).



Kitosan memiliki sifat antimikroba, hal tersebut telah dilaporkan oleh para peneliti.
Kitosan juga memberikan aktivitas antibakteri pada E. coli, S.aureus, P.aeruginosa
dan S.paratyphi (Fernandez et al.,2006). Kemampuan kitosan sebagai antimikroba
yaitu karena adanya muatan parsial positif kitosan yang mampu mengikat DNA
mikroba dimana dapat menghambat mMRNA setelah menembus inti (Golder et al.,
2019), sedangkan menurut Wulandari, (2008) kitosan yang berasal dari fungi
(Aspergillus niger) dengan konsentrasi 1 % sangat efektif sebagai antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus, Bacillus substilis, Pseudomonas aeruginosa dan
Escherichia coli. Kitosan dengan konsentrasi 0,5% dan 1% yang dilaporkan pada
penelitian Killay, (2013) diketahui dapat menghambat pertumbuhan bakteri pada ikan
asin yang dikeringkan dan Mariska (2012) telah melakukan isolasi kitosan dari fungi
yang diuji daya hambatnya terhadap bakteri penyebab jerawat, yaitu bakteri
Propionibacterium acne, hasil uji antimikroba menunjukkan bahwa kitosan dari fungi

memiliki daya hambat minimum pada konsentrasi 0,125 %.

Ekstrak kitosan dilaporkan oleh Fitria dkk, (2022) telah dilakukan variasi
penambahan ekstrak kitosan pada tiap erlenmeyer dengan variasi konsentrasi yakni
sebesar 1/2 MIC, 1 MIC, dan 2 MIC. Sampel sebanyak 0,1 mL diambil setiap dua
jam (0, 2, 4, 6, 8,10,12, dan 24 jam). Hasil dari pengamatan yang dilakukan terhadap
ekstrak kitosan diperlihatkan bahwa S.aureus menghasilkan daya bakterisidal yang
aktivitasnya tergantung dari konsentrasi ekstrak kitosan serta waktu inkubasi. Ekstrak
kitosan menghasilkan kecepatan bunuh yang berbeda terhadap masing masing strain
bakteri. Bakteri S.aureus berhasil dieradikasi dari kultur setelah dipapar oleh ekstrak
kitosan selama 8 jam. Meskipun ekstrak kitosan diketahui memiliki aktivitas
antibakteri, namun berdasarkan pengujian yang telah dilakukan, aktivitas antibakteri

ekstrak kitosan relatif lebih rendah jika dibandingkan dengan antibiotik.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui hasil karakterisasi dan uji aktivitas
antimikroba kitosan yang berasal dari fungi yang berasosiasi dengan spons dari
perairan Oluhuta, Gorontalo dengan kode isolat 19A15-RF serta isolat yang berasal

dari taman wisata mangrove Pandan Alas, Sriminosari, Lampung Timur yaitu



20BA0502-RF, 20CDO01-RF, dan isolat dari taman wisata mangrove Gebang,
Pesawaran, Lampung 21A2-Al.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini sebagai berikut:

1. Mengekstraksi dan mengkarakterisasi kitosan yang berasal dari fungi.

2. Menguji kemampuan aktivitas antimikroba dari kitosan dan ekstrak kasar isolat
fungi.

3. Menentukan kemampuan kitosan dan ekstrak senyawa dari isolat fungi terhadap
fungi patogen Malassezia globosa serta bakteri resitensi Staphylococcus aureus

dan Pseudomonas aeruginosa.

1.3. Manfaat Penelitian

Adapun manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi mengenai kitosan

yang berasal dari fungi dan ekstrak isolat fungi sebagai agen antimikroba.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Perairan Gorontalo

Teluk Tomini Gorontalo termasuk dalam wilayah administrasi Kota Gorontalo. Teluk
ini memiliki sumber daya perikanan dan kelautan yang tinggi karena secara geografis
terletak di dalam Teluk Tomini, Laut Sulawesi dan Zona Ekonomi Eksklusif (Kadim
dan Arsad, 2016). Perairan Teluk Tomini dikenal relatif subur dan kaya akan potensi
alam laut (Yusron dan Edward, 2000). Teluk Tomini merupakan salah satu perairan
di Indonesia yang sangat potensial untuk pengembangan usaha perikanan (Natsir dan
Waudianto,2017).

Gambar 1. Teluk Tomini Perairan Gorontalo



Teluk ini mempunyai peran penting bagi dunia karena letaknya yang persis berada di
jantung segitiga karang dunia (heart of thecoral triangle). Tepat berada di garis

khatulistiwa dan memiliki ekosistem laut semi tertutup, teluk ini menyimpan sumber
daya perikanan yang besar, terumbu karang endemik, hamparan mangrove yang luas,

serta sumber daya pesisir yang melimpah (Bano dan Khakhim, 2016).

2.2. Taman Mangrove Sriminosari

Ekowisata dianggap sebagai salah satu pilihan yang layak dalam mengembangkan
kegiatan pemanfaatan ekosistem mangrove secara berkelanjutan bagi masyarakat
pedesaan yang menghadapi penurunan sumber daya alam dan tinggal di sekitar
wilayah pesisir. Salah satu desa yang di daerah pesisir yang memiliki potensi
ekosistem mangrove adalah Desa Sriminosari. Seiring dengan upaya meningkatkan
potensi sumber daya alam yang dimiliki desa tersebut, khususnya sumberdaya
ekosistem mangrove maka pemanfaatan objek wisata mangrove secara optimal dan
lestari memberi peranan yang besar. Potensi wisata mangrove di Desa Sriminosari
memiliki daya tarik tersendiri karena memiliki beranekaragam kekayaan alam yang
khas bahkan ada yang bersifat endemik baik itu flora dan fauna. Potensi ini dapat
dijadikan suatu model ekowisata (ecotourism) untuk dipasarkan kepada wisatawan,
baik di dalam maupun di luar negeri (Murni et al., 2018).
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Gambar 2 Mangrove Sriminosari, Lampung Timur (Oktavianti, 2021)

Salah satu tumbuhan yang banyak mengandung senyawa bioaktif yang dihasilkan
oleh fungi endofit yaitu tumbuhan mangrove. Menurut Noor et al., (2012) mangrove
merupakan tumbuhan yang hidup antara laut dan darat, berbentuk semak dan pohon
dan pada waktu pasang, akar-akar dari tumbuhan mangrove ini akan tergenang oleh
air dan waktu surut akar-akarnya akan terlihat. Spesies dari mangrove tersebut salah
satunya Rhizopora apiculata yang tumbuh pada tanah yang berlumpur, tergenang air
saat pasang dan tidak menyukai substrat keras misalnya pasir. Sejauh ini, telah
banyak peneliti yang berhasil mengisolasi fungi endofit dan senyawa metabolit
sekunder dari berbagai jenis tanaman mangrove (Mukhlis dkk, 2018). Literatur
menyebutkan bahwa mangrove mengandung metabolit sekunder tinggi yang tidak
terlepas dari peran fungi endofit sebagai penghasilnya fungi endofit sendiri
didefinisikan sebagai fungi yang bersimbiosis dalam jaringan tanaman. membentuk
koloni namun tidak merugikan/membahayakaninangnya (Tumangger et al.,2018).
Fungi endofit menginduksi tanaman sehat menghasilkan senyawa metabolit sekunder
(Murdiah,2017).
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Gambar 3 Morfologi Akar Mangrove (Hadi dkk,2016).

2.3. Spons

Spons (porifera) merupakan biota laut multi sel yang fungsi jaringan dan organnya
sangat sederhana. Habitat spons umumnya adalah menempel pada pasir, batu-batuan
dan karang-karang mati. Biota laut ini dikenal dengan "filter feeders", yaitu mencari
makanan dengan mengisap dan menyaring air melalui sel cambuk dan memompakan
air keluar melalui oskulum. Partikel-partikel makanan seperti bakteri, mikroalga dan
detritus terbawa oleh aliran air ini (Amir, 1996). Habitat spons yang melekat pada
pasir atau bebatuan menyebabkan hewan ini sulit untuk bergerak. Untuk
mempertahankan diri dari serangan predator dan infeksi bakteri patogen, spons
mengembangkan system "biodefense" yaitu dengan menghasilkan zat racun dari
dalam tubuhnya, zat ini umumnya dapat dimanfaatkan sebagai bahan farmasi
(Motomasa, 1998).
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Gambar 4. Morfologi Spons (Kawaroe dkk, 2014)

Spons (spons laut) adalah hewan berongga tanpa tulang belakang yang paling rendah
tingkatannya. Dikatakan hewan tingkat rendah karena struktur tubuhnya hanyalah
suatu benda seperti jelly (mesohyl) yang ditutup oleh 2 lapisan. Epidermisnya adalah
pinakosit dan endodermisnya adalah koanosit. Spons merupakan salah satu
komponen biota penyusun terumbu karang yang mempunyai potensi bioaktif yang
belum banyak dimanfaatkan. Hewan laut ini mengandung senyawa aktif yang
persentase keaktifannya lebih besar dibandingkan dengan senyawa-senyawa yang
dihasilkan oleh tumbuhan darat (Ghozali, 2016). Spons, koral, dan mikroba laut
lainnya berpotensi menghasilkan metabolit sekunder yang memiliki berbagai macam
aktivitas biologis (senyawa bioaktif) seperti: antibiotik, antikanker, dan antitumor
(Armaida dan Khotimah, 2016 dalam Safitri et al., 2017).



2.4. Identifikasi Fungi

Fungi merupakan mikroorganisme heterotrof yang bereproduksi secara seksual dan
atau aseksual, struktur vegetatif berupa sel tunggal atau berfilamen menyatakan
bahwa simbiosis mikroba dengan spons dapat berlangsung di dalam sitoplasma sel
tubuh spons, di sisi dalam tubuh spongs dan di bagian luar tubuh spons (Kacombo et
al., 2018). Selain famili krustasea, fungi juga telah dilaporkan sebagai sumber
kitosan. Beberapa alasan seperti pasokan yang terputus-putus dan variasi musiman
dari sumber laut, membuat fungi dapat digunakan sebagai alternatif yang layak

sebagai sumber awal pembuatan kitosan.

Identifikasi suatu fungi dapat dilakukan dengan melakukan pengamatan karakter
morfologi koloni, fisiologi, dan biokimia (Djakatara, 2019). Salah satu aspek yang
dapat menjadi tolak ukur dalam identifikasi suatu fungi ialah ciri morfologi. Ciri
morfologi yang dimaksud adalah bentuk payung, warna, tekstur payung, dan ciri lain
yang terlihat. Cara mengidentifikasi fungi dapat dilihat dari morfologi dengan K-
Nearest Neighbor sebagai classifier. Identifikasi ciri morfologi ini digunakan untuk
membantu identifikasi fungi, sehingga nantinya akan dapat diketahui termasuk kelas

apakah suatu fungi tersebut (Zubair et al.,2017).

2.5. Aspergillus

Aspergillus merupakan fungi yang mampu hidup pada media dengan derajat
keasaman dan kandungan gula yang tinggi. Fungi ini dapat menyebabkan
pembusukan pada buah-buahan atau sayuran (Handajani dan Purwoko, 2008).
Aspergillus merupakan spesies fungi memiliki spora yang mudah disebarkan oleh
angin, mudah tumbuh pada bahan-bahan organik atau produk hasil pertanian
(Fadilah, 2011).
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Keterangan: a). Koloni Fungi Aspergillus sp., b). Konidiofor, ¢). Vesikel;, d). Konidia

Gambar 5 Morfologi Aspersgillus sp.(Sukmawati dkk, 2018).

Aspergillus termasuk dalam divisi Eumycophyta, kelas Ascomycetes dan ordo
Aspergillales. Memiliki familia Aspergillaceae, genus Aspergillus dan spesies
Aspergillus sp. Aspergillus adalah fungi yang membentuk filamen-filamen panjang
bercabang, dan dalam media biakan membentuk miselia dan konidiospora
(Vennewald et al., 2005). Aspergillus merupakan mikroorganisme eukariot, saat ini
diakui sebagai salah satu diantara beberapa makhluk hidup yang memiliki daerah
penyebaran paling luas serta berlimpah di alam, selain itu jenis kapang ini juga
merupakan kontaminan umum pada berbagai substrat di daerah tropis maupun
subtropis (Mizana dkk, 2016). Aspergillus adalah genus besar fungi anamorphic.
Aspergillus dibagi menjadi delapan belas kelompok yaitu, Aspergillus clavatus,
Aspergillus glaucus, Aspergillus ornatus, Aspergillus cervinus, Aspergillus restrictus,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus ochraceous, Aspergillus niger, Aspergillus

candidus, Aspergillus flavus, Aspergillus goii, Aspergillus cremeus, Aspergillus
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sparsus, Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans, Aspergillus ustus, Aspergillus
flavipes dan Aspergillus terreus (Afzal et al., 2013).

2.6. Media Tumbuh Fungi

Fungi dapat tumbuh dalam beberapa media. Media yang digunakan untuk
pertumbuhan fungi harus yang kaya akan nutrisi dan baik untuk pertumbuhan fungi.
Ada tiga media yang mewakili media kaya nutrisi yaitu Malt Extract Agar (MEA),
media dengan nutrisi sedang Glucose Pepton Yeast extract (GPY), dan media dengan
nutrisi rendah yaitu Minimal Fungal Medium (MFM). Media dan lingkungan tumbuh
mikroba sangat mempengaruhi kecepatan pertumbuhan, jenis dan jumlah senyawa
metabolit yang dihasilkan (Bode et al., 2002).

Karbohidrat dan derivatnya merupakan sumber utama metabolisme karbon pada
fungi. Potato Dextrose Agar (PDA) merupakan salah satu contoh media pertumbuhan
fungi yang tergolong media umum untuk menumbuhkan semua jenis fungi. Media
Potato Dextrose Agar (PDA) ada yang dibuat dengan formula lengkap, formula
racikan, dan dengan bahan alami. Media Potato Sucrose Agar (PSA ) adalah media
yang komposisinya terdiri dari ekstrak kentang yang bisa dibuat sendiri dengan
mudah, sukrosa (gula pasir) dan kentang sebagai sumber gula dan energi karbohidrat
bagi fungi dimana setelah mengalami fermentasi sukrosa akan berubah menjadi
glukosa dan fruktosa yang akan dimanfaatkan menjadi energi pertumbuhannya.
(Damare et al., 2006).

2.7. Kitosan

Kitosan adalah turunan dari kitin yang diperoleh dengan deasetilasi yang merupakan
polisakarida terbanyak kedua di bumi setelah selulosa dan dapat ditemukan pada

eksoskeleton invertebrata dan beberapa fungi pada dinding selnya. Kitosan berasal
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dari bahan organik dan bersifat polielektrolit kation sehingga dalam proses
pengolahan air sangat potensial digunakan sebagai koagulan alam. Kitosan yang
memiliki rumus umum (CgHgNO3), disebut dengan nama lain poli (B-(1,4)-2-amino-
2-Deoksi-D-Glukopiranosa). Kitosan bukanlah senyawa tunggal, akan tetapi
merupakan polimer yang terdeasetilasi sebagian dengan derajat asetilasi yang
menunjukkan gugus asetil dalam rantainya. Kitosan mengandung gugus bermuatan
positif . Gugus tersebut yakni gugus amino bebas dalam rantai karbonnya (Hambali
dkk, 2017).

OH OH i
) o
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<N

Gambar 6 Struktur Kitosan (Noviani, 2012).

Sumber bahan baku kitosan yang lain di antaranya kalajengking, fungi, cumi, gurita,
serangga, laba-laba dan ulat sutera dengan kandungan kitin antara 5-45 %. Kitosan
merupakan bahan kimia yang memiliki banyak manfaat berbentuk serat dan
merupakan kopolimer berbentuk lembaran tipis, berwarna putih atau kuning, tidak
berbau (Rismana, 2006).

Penggunaan Kitosan dikembangkan karena sifat kitosan yang merupakan suatu
biopolimer organik memiliki sifat non-toksis, biodegradable dan hidrofilik. Kitosan
terdiri dari gugus fungsi amina dan hidroksil (Abdullah et al., 2017). Sintesis kitosan
diperoleh dari cangkang hewan seperti udang, kepiting dan lobster. Kitosan semakin
menarik dikembangkan karena ukuran partikelnya dapat dibuat nano dan luas
permukaannya kecil sehingga mudah untuk dimodifikasi dengan material kimia
lainnya (Zhan et al., 2014).
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2.8. Kitosan sebagai Antimikroba

Penggunaan senyawa antimikroba yang tepat dapat memperpanjang umur simpan
suatu produk serta menjamin keamanan produk. Untuk itu dibutuhkan bahan
alternatif lain sebagai antimikroba yang alami sehingga tidak membahayakan bagi
kesehatan yaitu penggunaan kitosan untuk menghambat aktivitas mikroba. Kitosan
mempunyai gugus aktif yang akan berikatan dengan mikroba sehingga kitosan juga
mampu menghambat pertumbuhan mikroba. Satu hal yang sangat melegakan adalah
kitosan sama sekali tidak berefek buruk. Saat ini, kitosan telah diproduksi secara
industri di negara-negara maju terutama Jepang dan Amerika Serikat dan mengalami
peningkatan yang cukup tajam. Kitosan ini merupakan bahan yang sumbernya
melimpah dan dapat diperbaharui, maka dalam situasi pengurangan sumber-sumber
alam yang berkelanjutan serta perkembangan bioteknologi yang demikian pesat
menjadikan pemanfaatan sumber daya alam merupakan hal yang sangat diperlukan
(Mahatmanti dkk, 2010).

Kitosan memiliki sifat antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
patogen dan mikroorganisme pemusuk termasuk bakteri Gram positif dan Gram
negatif (Hafdani, 2011). Adanya polikation yang bermuatan positif pada kitosan
dapat menekan pertumbuhan bakteri penyebab penyakit (Mardy, 2016). Kitosan
sangat berpotensi untuk dijadikan sebagai bahan antimikroba, karena mengandung
enzim lisozim dan gugus aminopolisakarida yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroba. Kemampuan dalam menekan pertumbuhan bakteri disebabkan bahwa
kitosan memiliki polikation bermuatan positif yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri (Riski et al., 2015).

2.9. Pseudomonas aeruginosa

Sistematika penggolongan bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah:
Divisi : Proteobacteria
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Kelas : Gammaproteobacteria

Ordo : Pseudomonadales

Famili : Pseudomonadaceae

Genus : Pseudomonas

Spesies : Pseudomonas aeruginosa (Dwijayanti,2016).

Pseudomonas aeruginosa berbentuk batang, berukuran sekitar 0,6 x 2 um. Bakteri ini
merupakan bakteri gram negatif dan terlihat sebagai bentuk tunggal, ganda, dan
kadang-kadang dalam rantai pendek (Jawetz et al., 2005). Pseudomonas aeruginosa
dapat diidentifikasi dengan pewarnaan Gram, tidak meragi laktosa, memberikan
reaksi oksidase positif, dan dapat tumbuh pada suhu 42°C. Koloni Pseudomonas
aeruginosa berbau seperti buah-buahan dan berwarna spesifik (Malik et al., 2009).
Koloninya berwarna hijau kebiru-biruan karena menghasilkan pigmen piosianin
(Entjang, 2003).

2.10. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri yang tumbuh optimum pada suhu 37°C
tetapi membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar. Koloni bakteri ini berwarna
abu-abu sampai kuning keemasan, berbentuk bundar, halus, menonjol, dan berkilau.
Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram Positif ( Syahrurahman et al., 2010).
Staphylococcus aureus dapat menyebabkan infeksi pada kulit seperti eksim, luka

pembedahan, atau akibat alat intavena (Jawetz et al., 2008).

Menurut Jawetz et al. (2008) klasifikasi Staphylococcus aureus adalah sebagai
berikut:

Divisi : Eukariota
Kelas . Schizomycetes

Bangsa(Ordo) : Eubacteriales
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Suku (Famili) : Micrococcaccus
Marga (Genus) : Staphylococcus

Jenis (Spesies) : Staphylococcus aureus

2.11. Malassezia globosa

Malassezia merupakan eukariotik tunggal anggota flora mikroba kulit. Malassezia
telah diakui selama lebih dari 150 tahun sebagai agen etiologi penyakit kulit tertentu.
Malassezia globosa merupakan fungi yang menyababkan terjadinya ketombe.
Ketombe adalah kondisi kulit patologis yang sering terbatas 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). (Rudramurthy et al., 2014).

Malassezia menginfeksi kulit manusia setelah lahir dan karena itu, sebagai komensal,
biasanya ditoleransi oleh sistem kekebalan manusia. Ragi Malassezia juga memiliki
potensi patogen dalam kondisi yang sesuai, menginvasi stratum korneum dan
berinteraksi dengan sistem kekebalan inang, baik secara langsung tetapi juga melalui
mediator kimia. Distribusi spesies pada kulit dan potensi patogenetik ragi bervariasi
antara penyakit terkait Malassezia yang berbeda seperti dermatitis kepala dan leher,
dermatitis seboroik (Schwart et al., 2012).

2.12. Antimikroba

Antimikroba adalah zat-zat kimia yang dihasilkan oleh fungi dan bakteri, zat tersebut
memiliki khasiat atau kemampuan untuk mematikan/menghambat pertumbuhan

kuman sedangkan toksisitas terhadap manusia relative kecil. Pernyataan tentang
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definisi antimikroba menurut Waluyo (2004), antimikroba merupakan suatu zat-zat
kimia yang diperoleh atau dibentuk dan dihasilkan oleh mikroorganisme, zat tersebut
mempunyai daya penghambat aktifitas mikororganisme lain meskipun dalam jumlah
sedikit. Metode pengujian daya antimikroba bertujuan untuk menentukan konsentrasi
suatu zat antimikroba sehingga memeperoleh suatu sistem pengobatan yang efektif
dan efisien. Terdapat dua metode untuk menguji daya antimikroba, yaitu dilusi dan
difusi.

Senyawa yang mempunyai kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
banyak terkandung di dalam tumbuhan. Beberapa senyawa antimikroba antara lain
yaitu, saponin, tannin, flavonoid, xantol, terpenoid, alkaloid dan sebagainya (Suerni
dkk, 2013). Selain senyawa antimikroba yang diperoleh dari tumbuhan ada pula
senyawa antimikroba buatan, contohnya amoxilin. Pada dasarnya setiap senyawa
antimikroba memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri dengan

cara melisiskan dinding sel bakteri.

2.13. Kinetika Uji Antimikroba

Aktivitas antibakteri dari kitosan ditentukan berdasarkan daya hambat yang diukur
menggunakan zona bening. Aktivitas antibakteri tersebut dapat dipelajari pola daya
hambatnya menggunakan pendekatan kinetika kimia dengan menghitung orde reaksi
dan tetapan aktivitas lajunya. Triyono dkk, (1998) menyatakan bahwa dengan hanya
perubahan [A], saja dan hukum laju reaksi diasumsikan r = k[A]? [B]® [C]° maka orde
reaksi dapat ditentukan. Dengan demikian, untuk reaksi penghambatan aktivitas
antibakteri yang hanya menggunakan satu pereaksi yang konsentrasinya bervariasi
dapat digunakan untuk menghitung orde reaksi. Jika orde telah diketahui maka
berdasarkan hukum lajunya dapat dihitung besarnya tetapan laju pada temperatur
yang dipilih pada masa inkubasi. Triyono dkk, (1998) menyatakan konstanta laju
merupakan fungsi temperatur. Orde reaksi hanya dapat dihitung secara eksperimen

dan hanya dapat diramalkan jika suatu mekanisme reaksi diketahui seluruh orde
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reaksi yang dapat ditentukan sebagai jumlah dari eksponen untuk masing-masing
reaktan (Naomi et al., 2013, Latupeirissaa dkk, 2018).

Laju dapat dipandang sebagai bertambahnya hasil reaksi atau berkurangnya pereaksi
untuk setiap satuan waktu (Petruci, 1992). Dengan demikian laju dalam hubungan
dengan aktifitas anti bakteri dapat dipandang sebagai pertambahan diameter zona
bening setelah selang waktu tertentu atau r = diameter zona bening (ZB)/satuan waktu

(t) dan karena waktu pengukuran zona bening adalah tetap maka:
JKkar=K[A]" = ZBA =K [A] o (1)

karena k dan t adalah konstan maka kt juga akan bernilai konstan = k’ yang
merupakan tetapan yang berlaku untuk satuan waktu pengukuran zona bening yang

dipilih berdasarkan referensi. akibatnya:
ZB=K’[Alnmaka:InZB=Ink’+nIn[A].......ccociiiiiiiiiii, )

Berdasarkan hal-hal tersebut maka dapat dipandang bahwa laju identik dengan zona

bening. Dari regresi linear akan diperoleh persamaan :
y=atbxatauln ZB=Ink  +nln[A] ..o 3)

Hal ini berarti bahwa jika dibuat plot hubungan In [A] terhadap In ZB maka akan
diperoleh

a=Ink’
k’ = * (berlaku untuk waktu inkubasi yang telah dipilih)

b=n=orde
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2.14. Kromatografi

Kromatografi merupakan suatu proses pemisahan yang mana analit-analit pada
sampel terdistribusi antara 2 fase, yaitu fase diam dan fase gerak (Rohman,

2007). Kromatografi fase normal menggunakan fase diam polar seperti silika gel dan
fase gerak nonpolar. Senyawa yang mempunyai kepolaran rendah akan terelusi
terlebih dahulu. Kromatografi fase terbalik, menggunakan fase diam nonpolar dan
dielusi dengan pelarut polar, senyawa dengan polaritas tinggi akan pertama kali
muncul (Talamona, 2005). Adapun kromatografi yang dipakai pada penelitian ini

yaitu kromatografi lapis tipis (KLT) dan kromatografi kolom (KK).

2.14.1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan sebuah metode yang digunakan untuk
menentukan identitas dan kemurnian suatu senyawa. Kromatografi Lapis Tipis
biasanya dilakukan menggunakan lapisan tipis adsorben (plat KLT). Prinsip dari
kromatografi lapis tipis adalah suatu analit bergerak naik (melintasi fase diam)
(paling umum digunakan silika gel), di bawah pengaruh fase gerak (biasanya
campuran pelarut organik), yang bergerak melalui fase diam oleh kerja dari kapiler.
Jarak pemindahan oleh analit tersebut ditentukan oleh afinitas relatifnya untuk fase
diam dan fase gerak. Keunggulan dari KLT adalah fleksibel dalam mendeteksi
hampir semua senyawa, bahkan beberapa senyawa anorganik, yang dapat didukung

oleh penggunaan reagen penampak bercak. (Watson, 2010).

Pereaksi yang umum digunakan yaitu pereaksi serium sulfat. Pereaksi serium sulfat
digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa organik dalam sampel dengan
ditandai timbulnya noda berwarna coklat kehitaman. Pereaksi lain seperti pereaksi
Dragendorff digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid (N tersier)
dalam campuran yang ditandai dengan timbulnya noda orange pada hasil uji KLT.
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Fasa diam atau adsorben yang umum digunakan dalam KLT vyaitu silika gel atau
adsorben fase terbalik C18.

2.14.2. Kromatografi Kolom

Kromatografi kolom digunakan untuk pemisahan campuran beberapa senyawa yang
diperoleh dari hasil isolasi. Pemisahan dengan metode kromatografi kolom dilakukan
dengan memanfaatkan sifat fisik dari komponen campuran tersebut, seperti kelarutan
sampel, adsorpsi, dan kepolaran. Di dalam kolom akan terjadi kesetimbangan antara
zat terlarut yang diadsorpsi adsorben dan pelarut yang mengalir melewati kolom,
sehingga terjadi pola pemisahan dari masing-masing komponen senyawa berdasarkan

sifat kepolarannya (Poole, 2009).

Proses dari kromatografi kolom yaitu terjadinya pemisahan komponen-komponen
suatu zat pada eluen yang bergerak melalui fase diam sebagai adsorben, karena
adanya perbedaan daya adsorpsi pada komponen-komponen tersebut. Fasa diam
diisikan kedalam kolom gelas, sedangkan eluennya disesuaikan dengan smapel yang
akan dilakukan pemisahan. Metode elusi ini dapat dilakukan dengan elusi isokratik
atau elusi landaian. Elusi isokratik adalah adanya penggunaan eluen yang tidak

berubah selama proses pemisahan berlangsung (Johnson and Stevenson. 1991).

2.15. Submerged Fermentation (SmF)

Submerged Fermentation ( SmF) menggunakan substrat cair yang mengalir bebas,
seperti molase dan kaldu. Senyawa bioaktif disekresikan ke dalam kaldu fermentasi.
Substrat digunakan cukup cepat, oleh karena itu perlu terus-menerus diganti/ditambah
dengan nutrisi. Teknik fermentasi ini paling cocok untuk mikroorganisme seperti
bakteri yang membutuhkan kelembaban tinggi. Keuntungan tambahan dari teknik ini

adalah pemurnian produk lebih mudah. Submerged Fermentation (SmF) terutama
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digunakan dalam ekstraksi metabolit sekunder yang perlu digunakan dalam bentuk
cair (Subramaniyam dan Vimala, 2012).

Proses kultivasi dengan Submerged Fermentation ada yang namanya rasio padat-cair
yang berbeda dipelajari untuk menilai beban padat maksimal yang dapat diperlakukan
secara efektif untuk mendapatkan hidrolisat pekat. Selanjutnya, kandungan
karbohidrat, protein dan lipid dalam total padatan tersuspensi (TSS) diukur sebelum
dan sesudah fermentasi. Prosesnya lebih jauh dibandingkan dengan konvensional
proses pengolahan limbah makanan: pengomposan, pencernaan anaerobik,
pembuangan di tempat pembuangan akhir dan pembakaran (Pleissner et al.,2014).
Pada submerged fermentation, mikroorganisme ditumbuhkan pada substrat yang larut
(xylan, pektin, mannan) atau tidak larut (dedak gandum, dedak padi, jerami gandum)
yang dilarutkan atau direndam dalam media cair. SmF sangat penting selama
beberapa tahun terakhir untuk produksi enzim dan metabolit sekunder pada skala
industri karena kontrol yang ketat pada parameter fermentasi, produktivitas yang
konsisten, dan pengolahan yang mudah (Vaidyanathan et al., 1999).

2.16. Fourier Transform Infrared (FTIR)

Spektrofotometer inframerah merupakan instrumen yang digunakan untuk mengukur
resapan radiasi inframerah pada berbagai panjang gelombang (Fessenden, 1982).
Radiasi inframerah terletak pada spektrum elektromagnetik antara daerah visibel dan
daerah microwave (gelombang mikro). Penggunaannya paling banyak untuk kimia
organik pada batas panjang gelombang antara 4000 dan 400 cm™ . Spektrum vibrasi
tampak berupa pita. Ada dua tipe vibrasi molekuler yaitu stretching dan bending.
Hanya vibrasi yang menghasilkan perubahan secara ritmik pada momen dipol yang

diobservasi dalam IR (Silverstein, 2005).

Bilangan gelombang dari kitosan dapat dilihat pada Tabel 1.



Tabel 1. Bilangan Gelombang Kitosan (Dompeipen, 2017).

No. Gugus Fungsi Bilangan Gelombang(cm™)
Kitosan Standar Kitosan
1 O — H tumpang tindih,  3377,95 3302,20
N-H
2 C — H alifatik 2922,85 3064,89
3 C — H alifatik 2922,80 2801,50
4 C-H aromatik 2361,41 2013,58
5 C = O [Amida sekunder] 1660,55 1666,30
6 C=0) Protonasi Amida  1587,94 1577,71
sekunder
7 C-H 1422,73 1382,13
8 C-0 1259,54 1255,56
9 C-O 1154,64 1161,55
10 (C-0-0) 1077,93 1132,23
11 (C-0-0) 1026,63 1045,42

12 p-1,4-glikosidik 897,41 854,97




I1l. METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini telah dilaksanakan dari bulan Agustus 2022 sampai Mei 2023 di Unit
Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi (UPT LTSIT) dan
Laboratorium Biopolimer Fakultas Matematika dan 1lmu Pengetahuan Alam (MIPA)
Universitas Lampung. Analisis Light Microscopy, Scanning Electron Microscopy
(SEM) dan Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) dilakukan di UPT
LTSIT Universitas Lampung.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas yang umum
digunakan yaitu cawan petri, tabung reaksi iwaki, gelas beaker iwaki Erlenmeyer
iwaki, kapas, kasa onemed, karet gelang, tisu, pinset, botol semprot, plastik wrap,
plastik tahan panas, korek api, spidol, pensil, kertas label, indikator pH universal,
spatula logam, batang pengaduk, jarum ose, lampu spirtus, mikropipet biohit, oven
jisico, neraca analitik Kern 440-47N, hot plate stirrer Thermolyne, autoclave Tomy
SX-700, Fourier Transform Infrared (FTIR) Cary 630 (Agilent, Santa Clara, CA,
United States) laminar air flow, inkubator Kaltis 499, Buchii/R210 ,rotary
evaporator, mikroskop Zeiss axio imager Al, Centrifuge Hitachi CF 16RX II, dan

Hospitex Plate Reader. Seperangkat alat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan plat
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kaca alumuni silica gel DC kielsel 60 F254, lampu UV Kohler/SN402006, serta
kolom kaca digunakan untuk pemurnian senyawa bioaktif, SEM EVO

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aquades, agar swallow,
glukosa, cangkang udang kering, media Potato Dextrose Broth (PDB), Potato
Dextrose Agar (PDA) , malt extract, Tryptic Soya Broth (TSB), Tryptic Soya Agar
(TSA), metanol (MeOH) teknis, 12,5% metanol, dan pro analysis, asam asetat
teknis, NaOH teknis, 2% DMSO, dextrose, 1% koloid Kitin, air laut buatan, buffer
fosfat (PbS), ketoconazole, kloramfenikol, dan akuades. kentang segar, dekstrosa,
alkohol 70%,, etanol (EtOH) pro analysis, butanol (n- butanol) teknis, isopropil
alcohol (IPA) teknis, diklorometana (DCM) teknis, n-heksana teknis, reagen
visualisasi KLT meliputi Ce(SO,), (10% Ce(IV) dan 15% H,SO, dalam akuades),
Ninhidrin (2% ninhidrin dalam pelarut EtOH), dan dragendorff (stok 1 : Bismut
nitrat 1,7 g dalam 80 mL air dan asam asetat glasial 20 mL; stok 2 : larutan KI
(50% b/v, 100 mL) dengan asam asetat glasial), forward primer, reverse primer,
ddH,O, Potato Dextrose Agar (PDA) (2% NA dalam 100 mL ekstrak kentang
segar), Malt Extract Agar (MEA (3% Malt, 0,4% Glukosa, dan 0,4% yeast extract

dalam akuades)

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Pembuatan Media Ekstrak Potato Dextrose Agar (PDA), Potato Dextrose
Broth (PDB), dan Malt Ekstrak

Media tumbuh yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Potato dextrose agar
(PDA) untuk proses peremajaan. Metode yang dilakukan mengacu dengan metode
yang digunakan oleh Jumilatun dkk, (2020) dengan sedikit dilakukan modifikasi.
Media dibuat dengan merebus 10 g kentang, dan melarutkan gula dextrose sebanyak
2 g serta melarutkan 3 g agar bubuk dengan 100 mL air sari rebusan kentang tersebut
menggunakan labu Erlenmeyer dan dihomogenkan dan disetrilisasi meggunakan
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autoclave. Kemudian 10 mL media steril dituangkan ke dalam cawan petri atau
tabung reaksi kemudian media dibiarkan dingin hingga menjadi padat.

Media kultivasi yang digunakan adalah malt ekstrak dan Potato Dextrose Broth
(PDB). Metode yang digunakan untuk membuat media malt extract mengacu dengan
metode yang digunakan oleh Nguyen dkk, (2020) dengan sedikit dilakukan
modifikasi. Media dibuat dengan melarutkan 2% ekstrak malt, 2% glucose dalam 100
mL air laut buatan yang sebelumnya sudah disterilkan menggunakan labu
Erlenmeyer, selanjutnya media yang sudah tercampur disterilkan dalam autoclave.
Kemudian untuk membuat media Potato Dextrose Broth (PDB) direbus 10 g kentang
kemudian disaring dan air rebusan tersebut digunakan untuk melarutkan 2 g gula
dextrose lalu dimasukan dalam Erlenmeyer dan selanjutnya media disterilkan dalam

autoclave.

3.3.3. Peremajaan

Peremajaan fungi dilakukan mengacu pada Barwant and Lavhate (2020) dengan
sedikit modifikasi. Fungi diremajakan dengan mengggoreskan 1 ose biakan murni
fungi secara aseptis pada media Potato Dextrose Agar kemudian disimpan pada suhu
27°C selama 14 hari dalam inkubator. Peremajaan bakteri patogen mengacu ada
metode Wijayanti dkk, (2014) dimana 1 ose biakan murni bakteri patogen digoreskan
secara aseptik menggunakan media Tryptic Soya Agar (TSA) yang kemudian

disimpan pada suhu 37°C selama 12-18 jam dalam inkubator.

3.3.2. Biomaterial

Fungi yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari deposit UPT LTSIT yang
sebelumnya telah diisolasi dari organisme laut meliputi spons, tunicate, mangrove.

Isolat fungi yang digunakan diperoleh dari perairan Oluhuta Teluk Tomini,
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Gorontalo , (0'25011.9”N123°08031.8”E) pada bulan September 2019 Fungi yang
digunakan memiliki kode 19A15-RF dengan arti 19 menunjukkan tahun
pengambilan sampel yaitu tahun 2019, A15 adalah kode spons yang berasosiasi
dengan isolat, sedangkan R adalah Rosyidatul yang melakukan isolasi dan F adalah
Fungi. Isolat ini merupakan salah satu isolat yang telah difilogenetik oleh Fadhilah,
(2022) dengan spesies Aspergillus ochraceus . Tiga sampel isolat lainnya digunakan
sebagai pembanding kitosan yang dihasilkan dari fungi 19A15RF yaitu sampel
pertama dengan kode isolat 20BA0502-RF yang memiliki arti kode dimana 20
menunjukkan tahun pengambilan sampel, dan BA0502 adalah titik lokasi
pengambilan, untuk R adalah Rosyidatul yang telah melakukan isolasi, serta F
adalah fungi, Isolat tersebut telah difilogenetik dengan spesies Aspergillus tamarii
dimana isolat ini_diperoleh dari Taman Wisata Mangrove Pandan Alas, Sriminosari
Lampung Timur (5.317131,105.822518) pada tahun 2020. Sedangkan untuk sampel
kedua diambil dilokasi yang sama dengan kode isolat 20CDO01-RF, dengan arti kode
isolat dimana 20 menunjukkan tahun pengambilan sampel, CDO01 adalah titik lokasi
pengambilan, untuk R adalah Rosyidatul yang telah melakukan isolasi, serta F
adalah fungi.lsolat tersebut telah difilogenetik oleh peneliti sebelumnya dimana
didapatkan spesies Aspergillus versicolor. Sedangkan sampel ketiga yaitu isolat
21A2-A1 diperoleh dari (5.571883°LS 105.243494°BT) kawasan Wisata Mangrove
Desa Gebang, Pesawaran, Lampung pada 2021. Sampel ketiga ini juga telah
dilakukan identifikasi filogenetik oleh peneliti sebelumnya dan didapatkan spesies

Aspergillus nomiae.

Fungi patogen Malassezia globosa yang digunakan untuk uji time killing assay
terhadap kitosan dan ekstrak kasar fungi. Fungi ini yang didapatkan dari
Laboratorium Parasitologi, Universitas Indonesia. Sedangkan untuk bakteri patogen
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa yang digunakan untuk uji time
killing assay dan Minimum Concentration Inhibition (MIC) terhadap kitosan dan
ekstrak kasar fungi diperoleh dari Laboratorium Patologi Klinik, Rumah Sakit

Abdul Moelok, Bandar Lampung.
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3.3.4. Identifikasi Morfologi

Identifikasi fungi dilakukan menggunakan mikroskop Zeiss Axioo Imager Al pada
perbesaran 400 X, menggunakan metode cover slip 45° pada media koloid kitin agar.
Selanjutnya Identifikasi morfologi lebih lanjut dilakukan menggunakan Scanning
Electron Microscopy (SEM) dilakukan berdasarkan identifikasi miselium dan
ornamen spora. Inokulum fungi yang dipilih disiapkan dalam media cair Potato
Dextrose Broth dan diinkubasi dalam kondisi statis. Setelah 7-14 hari, cangkang

udang diletakkan di atas cawan petri bersih. (Setiawan et al.,2022).

3.3.5. Kultivasi pada Media Ekstrak Potato Dextrose Broth (PDB) dan Malt
Ekstrak

Proses persiapan inokulum isolat fungi dilakukan dengan cara menumbuhkan fungi
pada media Potato Dextrose Broth (PDB) dan media Malt Extract yang meliputi malt
dan glukosa yang dilarutkan dalam air laut buatan steril. Sebanyak 1 ose fungi
diambil secara aseptis ke dalam 2 Erlenmeyer 100 mL berbeda yang masing-masing
berisi 20 mL media dan selanjutnya diinkubasi selama 3 hari. Sebanyak 20 mL
suspensi spora fungi diinokulasi ke dalam masing masing Erlenmeyer 2000 mL yang
berisi 400 mL media potato dextrose broth dan media malt extract dan campurannya
dikocok perlahan untuk menahan spora fungi di dalam air. Erlenmeyer yang sudah
berisi media dan inoculum fungi tersebut ditempatkan di inkubator pada suhu 25°C
selama 14 hari (Tan et al.,2020).

3.3.7. Ekstraksi Kitosan dari Fungi

Ekstraksi kitosan dari fungi mengacu pada jurnal Jebur et al., 2019 yang
menyebutkan bahwa Miselia fungi dikumpulkan dan diberi perlakuan (perlakuan

alkali) dengan 1 N NaOH (1:40 b/v) berat kering miselia dan dihomogenkan selama 2
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jam, kemudian dicuci dengan akuades sebanyak 4 kali, selanjutnya disaring sehingga
diperoleh endapan. Endapan dilarutkan menggunakan 3% asam asetat dan
dihomogenkan selama 2 jam kemudian disaring sehingga didapatkan filtrat. Filtrat
yang diperoleh ditambahkan 2 N NaOH dan disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm
selama 5 menit. Endapan kitosan yang telah dipisahkan dicuci beberapa kali dengan
akuades untuk menetralisasinya. Lalu metanol teknis digunakan untuk membilas

kitosan.

Rendemen diperoleh dari jumlah berat kering kitosan (gr) yang terbentuk dari setiap
jumlah berat kitosan kering yang diperoleh(gr), yang dapat dituliskan dengan rumus
berikut.

Massa kitosan kering (gr)
Massa bahan baku kering (gr)

%Rendemen= X 100%

(Almukhtar et al., 2020).

3.3.8. Skrining Aktivitas Antimikroba

Uji skrining bioaktivias antimikroba dilakukan secara microtitter plate assay
modifikasi Clinical and Laboratory Standart Instituse (CLSI), pada antibakteri, dan
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2003 pada
antifungi. Pada uji antibakteri, secara singkat yaitu dengan menambahkan masing
masing dalam wadah sumuran well plate 80 uL media Tryptic Soya Broth (TSB),
selanjutnya dilakukan penambahan 20 uL sampel kitosan dan ekstrak kasar fungi.
Kemudian ditambahkan 100 pL suspensi bakteri yang kekeruhannya sudah sesuai
standar 0,5 McFarland (10° CFU/mL) serta selanjutnya diinkubasi selama 18-24 jam
pada suhu 37°C dan diperiksa dinilai turbiditasnya pada OD 635nm. Pada uji
antifungi, secara singkat yaitu dengan menambahkan masing masing dalam sumuran
well plate 80 uL media Potato Dextrose Broth (PDB), selanjutnya dilakukan

penambahan 20 uL sampel kitosan dan ekstrak kasar fungi. Kemudian ditambahkan
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100 pL suspensi fungi yang kekeruhannya sudah sesuai standar 0,5 McFarland (107
CFU/mL) serta selanjutnya diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C dan diperiksa
nilai turbiditasnya pada OD 635 nm. Nilai turbiditas diamati menggunakan hospitex
plate reader pada panjang gelombang Ag3snm. Perhitungan persen inhibisi sebagai
berikut.

X blanko—X sampel

% inhibisi = =

x 100%

Penentuan senyawa aktif dilihat pertumbuhan mikroorganisme secara visual dengan
penambahan 30 uL resazurin yang aseptik ke dalam pelat mikro. Inkubasi selanjutnya
dilakukan selama 1 jam untuk melihat apakah sampel kitosan dan ekstrak kasar fungi
apakah menghambat atau tidak ditandai dengan warna biru menunjukkan sampel
kitosan dan ekstrak kasar fungi dapat menghambat mikroba sedangkan merah muda
atau kuning menandai sampel kitosan dan ekstrak kasar fungi tidak dapat

menghambat suatu mikroba.

3.3.9. Karakterisasi Kitosan menggunakan FTIR

Kitosan yang diperoleh dari hasil fermentasi fungi dikarakterisasi menggunakan
Fourier Transform Infrared (FTIR) untuk mengidentifikasi gugus fungsi dan
menentukan derajat deasetilasi. Scanning dilakukan pada daerah frekuensi antara
4000 cm™ sampai dengan 400 cm™. Derajat deasetilasi dihitung dengan cara sebagai
berikut :

DD= 100-[(Asess/Asaso) X 100/1.33]

Dengan:

DD: Derajat Deasetilasi, A1gs5 Absorbansi pada bilangan gelombang 1655 cm™ yang

menunjukkan serapan karbonil dari amida. Assso. Absorbansi bilangan gelombang
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3450 cm™ yang menunjukkan serapan hidroksil dan digunakan sebagai standar
internal. Faktor 1,33 : Nilai perbandingan untuk kitosan yang terdeasetilasi 100%
(Tan et al., 2020).

3.3.10. Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis KLT untuk ekstrak isolat-isolat fungi yang diperoleh dilakukan
menggunakan fase diam Silica Gel F254 nm dan variasi pelarut n-hexana dan EtOAc
sebagai fase gerak. Hasil penotolan KLT diidentifikasi menggunakan UV 254 nm
untuk penentuan senyawa ikatan rangkap terkonjugasi, Ce(SQO,), sebagai reagen
dalam memvisualisasi senyawa organik dan reagen spesifik Dragendorffs untuk

senyawa alkaloid pada ekstrak fungi.

3.3.11. Identifikasi Morfologi Isolat Unggul

Identifikasi morfologi isolat unggul dilakukan menggunakan Scanning Electron
Microscopy (SEM) sesuai dengan Widyastuti et al., 2022. Mula-mula inokulum fungi
(20 mL) dipersiapkan pada media PBD selama 7 hari. Kemudian dipersiapkan kulit
udang steril yang telah dipotong persegi 1 cm®x 1cm?.Kulit udang dicelupkan pada
inokulum fungi secara aseptis, dan kulit udang diinkubasi selama 7 hari. Selanjutnya
dilakukan analisiss SEM pada perbesaran 5 kx.

3.3.12. Kultivasi Skala Besar (Scale Up)

Kultivasi skala besar (5 L) dilakukan menggunakan wadah 2 L erlenmeyer yang
berisi masing-masing 500 mL media PDB, dan diinkubasi selama 14 hari.
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3.3.13. Pemurnian Senyawa dan Uji Bioautografi

Pemurnian senyawa bioaktif dilakukan secara bioassay guidance isolation dan
pengujian aktivitas antimikroba secara KL T bioautografi pada fraksi hasil fraksinasi.
Mula-mula komponen dipisahkan berdasarkan sifat kepolaran dengan partisi n-
heksana dan metanol. Kemudian diuji bioautografi dengan cara menotolkan sampel
pada plat SiO, dengan kondisi pelarut yang sesuai pada saat monitoring senyawa
hasil pemisahan. Uji bioautografi dilakukan dengan persiapan biakan bakteri pada
media MH selama 24 jam, kemudian dibuat inokulum pada media TSB 3% hingga
kekeruhan mencapai 0,5 McFarland. Kemudian digoreskan inokulum bakteri secara
aseptis pada media MH agar secara merata. Plat KLT dengan sampel yang telah
dielusi, ditempatkan pada MH agar dengan posisi plat sampel menempel pada media
agar. Lalu, disimpan dikulkas untuk proses difusi sampel selama 1 jam. Setelah itu,
plat diambil dan cawan diinkubasi selama 18 jam untuk antibakteri dan 24-48 jam
untuk antifungi. Fraksi aktif kemudian dimurnikan lebih lanjut dengan metode kolom
kromatografi hingga diperoleh fraksi aktif.

3.3.14. Pemurnian Senyawa Metabolit dan Kitosan

Sebanyak 1 mg fraksi aktif dipersiapkan dan dianalisis dengan FTIR dengan metode
plat KBr Scanning dilakukan pada bilangan gelombang antara 4000 cm™ sampai

dengan 400 cm™.

Kitosan yang diperoleh dari hasil fermentasi fungi juga dilakukan karakterisasi
menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR) untuk mengidentifikasi gugus
fungsi dan menentukan derajat deasetilasi. Scanning dilakukan pada daerah frekuensi
antara 4000 cm™ sampai dengan 400 cm™. Derajat deasetilasi dihitung dengan cara
sebagai berikut :
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DD= 100-[(A1655/A3450) X 100/133]

Dengan:

DD: Derajat Deasetilasi, Asgs5 serapan pada bilangan gelombang 1655 cm™ yang
menunjukkan serapan karbonil dari amida. Assso. Serapan i bilangan gelombang 3450
cm™ yang menunjukkan serapan hidroksil dan digunakan sebagai standar internal.
Faktor 1,33 : Nilai perbandingan untuk kitosan yang terdeasetilasi 100% (Tan et al.,
2020).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh simpulan sebagai berikut :
1. Ekstrak isolat fungi 19A15-RF pada media PDB memiliki potensi sebagai
antibakteri dan antifungi.

2. Kitosan dari isolat fungi 19A15-RF , 20BA0501-RF, 20CD01-RF, dan 21A2A1

mampu menghambat bakteri S.aureus dan P.aeruginosa, serta fungi M.globosa.

3. Komponen pada ekstrak 19A15-RF yang dikultivasi pada PDB mengandung
alkaloid.

4. Derajat deasetilasi (DD) kitosan yang berasal dari isolat fungi 19A15-RF
sebesar 89,09%.

5. Rendemen kitosan yang berasal dari scale up isolat fungi 19A15-RF sebesar
11,125 %.

5.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, penulis memberikan beberapa saran

sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan pengkajian lebih lanjut untuk mengetahui tentang kekuatan
daya hambat kitosan dan ekstrak senyawa boaktif dalam pengujian sebagai
antibakteri.
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2. Perlu dilakukan pengkajian lebih lanjut untuk optimasi dengan parameter fisik

isolat fungi untuk memproduksi kitosan seperti pH dan temperatur inkubasi.

3. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut sebagai anticancer dan antioksidan

terhadap senyawa metabolit dan kitosan dari isolat fungi 19A15-RF yang
diperoleh.
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