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ABSTRAK

AKTIVITAS FUNGISIDA DARI ISOLAT ACTINOMYCETES 19C38A1
GORONTALO HASIL FERMENTASI PADA BEBERAPA MEDIA

Oleh

Annisa Larasati

Sebagian besar budidaya pertanian sering sekali terkena penyakit tanaman yang
disebabkan oleh jamur patogen seperti Fusarium oxysporum. Mikroorganisme
Actinomycetes bisa menjadi solusi karena dapat menghasilkan senyawa bioaktif
seperti alkaloid yang dapat digunakan sebagai antimikroba. Penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis aktivitas antifungi dari isolat Actinomycetes
19C38A1 terhadap jamur patogen Fusarium oxysporum. Berdasarkan hasil
identifikasi morfologi, isolat Actinomycetes 19C38A1 termasuk dalam spesies
Streptomyses. Penelitian ini dilakukan dua metode yaitu Solid State Fermentation
(SSF) pada media kulit udang dan Liquid State Fermentation (LSF) pada media
koloid Kitin. Pada hasil skrining aktivitas antifungi, senyawa metabolit yang
dihasilkan oleh isolat berpotensi sebagai antifungi terhadap Fusarium oxysporum
dengan nilai hambatan sebesar 47% pada kondisi optimum hari ke-6 dan pH 6 di
media kulit udang dan 50% pada kondisi optimum hari ke-10 dan pH 6 di media
koloid kitin. Pada hasil uji KLT, isolat diprediksi menghasilkan beberapa
komponen seperti asam amino yang ditandai dengan warna merah muda keunguan
ketika direaksikan dengan pereaksi ninhidrin dan adanya komponen alkaloid yang
ditandai dengan bercak oranye ketika direaksikan dengan reagen Dragendroff.
Berdasarkan hasil karakterisasi FTIR, isolat diprediksi mampu menghasilkan
senyawa alkaloid di media koloid kitin pada puncak serapan 3444.1 cm™ dimana
terdapat gugus O-H (alkohol atau fenol) atau N-H (amina atau amida). Sedangkan
pada media kulit udang, isolat menghasilkan senyawa alkaloid pada serapan
3205.5cm™.

Kata kunci : Fusarium oxysporum, Actinomycetes, Streptomyses, alkaloid,
antifungi



ABSTRACT

FUNGICIDAL ACTIVITY OF ISOLATACTINOMYCETES 19C38A1
GORONTALO RESULTING FROM FERMENTATION IN SEVERAL
MEDIA

By

Annisa Larasati

Most agricultural crops are often affected by plant diseases caused by pathogenic
fungi such as Fusarium oxysporum. Actinomycetes microorganisms could be a
solution because they can produce bioactive compounds such as alkaloids which
can be used as antimicrobials. This study aims to analyze the antifungal activity of
the Actinomycetes 19C38A1 isolate against the pathogenic fungus Fusarium
oxysporum. Based on the results of morphological identification, the
Actinomycetes 19C38AL1 isolate belongs to the Streptomyses species. This
research carried out two methods, namely Solid State Fermentation (SSF) on
shrimp shell media and Liquid State Fermentation (LSF) on colloidal chitin
media. In the results of the antifungal activity screening, the metabolite
compounds produced by the isolates have potential as antifungals against
Fusarium oxysporum with an inhibition value of 47% at the optimum conditions
on day 6 and pH 6 in shrimp shell media and 50% at optimum conditions on day
10 and pH 6 in colloidal chitin media. In the TLC test results, the isolate was
predicted to produce several components such as amino acids which were marked
with a purplish pink color when reacted with ninhydrin reagent and the presence
of alkaloid components which were marked with orange spots when reacted with
Dragendroff's reagent. Based on the results of FTIR characterization, the isolate is
predicted to be able to produce alkaloid compounds in chitin colloid media at an
absorption peak of 3444.1 cm™! where there are O-H (alcohol or phenol) or N-H
(amine or amide) groups. Meanwhile, in shrimp shell media, the isolate produced
alkaloid compounds at an absorption of 3205.5 cm™.

Key words: Fusarium oxysporum, Actinomycetes, Streptomyses, alkaloids,
antifungal
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MOTTO

“Karena sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Sesungguhnya
sesudah kesulitan itu ada kemudahan.”

(QS. Al-Insyirah: 5-6)

“Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya.”
(Q.S. Al-Bagarah: 286)

"Boleh jadi kamu membenci sesuatu padahal ia amat baik bagimu, dan boleh
jadi pula kamu menyukai sesuatu padahal ia amat buruk bagimu, Allah
mengetahui sedang kamu tidak mengetahui."

(QS Al-Bagarah: 216)

“Tidak ada kata terlambat dalam hidup, semua orang punya waktunya masing-

masing untuk mencapai garis finish.”

“Jangan bandingkan proses dan pencapaianmu dengan orang lain. Karena tak

semua bunga tumbuh mekar bersamaan.”
“Jika doaku tidak bisa terkabul, maka kabulkan lah doa orang tua ku.”

“Semua yang aku capai bukan untukku ya Allah, melainkan untuk kedua orang

tuaku.”

“It Will Pass”
(Rachel Venya)
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman budidaya pertanian sering sekali terkena berbagai macam penyakit
tanaman yang sebagian besar disebabkan oleh jamur. Tak jarang penyakit pada
tanaman tersebut dapat mengakibatkan kerusakan yang besar sehingga
menimbulkan kerugian. Penyakit dapat terjadi apabila ada interaksi antara
tanaman, lingkungan, dan patogen (Nurhayati, 2011). Salah satu mikroorganisme
patogen adalah jamur Fusarium oxysporum yang menyerang tanaman tomat
(Solanum lycopersicum). Jamur ini dapat menyebabkan penyakit layu Fusarium
(Abdel et al., 2021). Jamur ini juga menjadi penyebab utama turunnya
produktivitas komoditas pertanian seperti pisang dan tanaman berbasis sereal
(Cheng et al., 2022).

Industri pertanian seringkali mengendalikan penyakit pada tanaman menggunakan
pestisida, dimana bahan tersebut mengandung senyawa yang dapat berdampak
negatif terhadap kesehatan manusia (baik petani maupun konsumen) dan dapat
menyebabkan pencemaran lingkungan (Ons et al., 2020). Oleh karena itu,
dilakukan pengendalian penyakit tanaman yang ramah lingkungan, sehingga tidak

membahayakan organisme hidup dan ekosistem (Rajmohan et al., 2020).

Alternatif pengendalian penyakit pada tanaman yang ramah lingkungan adalah
dengan menggunakan fungisida alami yang berasal dari mikroorganisme

Actinomycetes. Actinomycetes menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang



memiliki aktivitas biologi beragam seperti antibakteri, antifungi, antioksidan,
antitumor, dan antivirus (Al-Ansari et al., 2019). Salah satu contoh
Actinomycetes yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif sebagai antimikroba
adalah Streptomyces (Benhadj et al., 2018). Senyawa yang dihasilkan ini seperti
Amfoterisin B, nistatin, dan natamisin dapat digunakan sebagai antijamur untuk
mengobati kandidiasis (Siemieniuk et al., 2019).

Produksi senyawa bioaktif dari Actinomycetes dapat dipengaruhi oleh media yang
digunakan. Pemanfaatan limbah kulit udang dapat digunakan sebagai alternatif
teknologi untuk menggantikan bahan kimia berbahaya, dan menjadi metode yang
memiliki peluang dalam produksi senyawa bioaktif dari Actinomycetes (Setiawan
et al., 2021). Hasil turunan dari kulit udang yang berupa kitin dapat dimanfaatkan
sebagai sumber nitrogen dalam proses fermentasi (Cheba et al., 2018).

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan isolat 19C38A1 yang berasal dari
perairan Gorontalo. Menurut Setiawan et al., (2022) isolat 19C38A1 secara
filogenetik merupakan jenis Kocuria palustris yang menghasilkan senyawa
golongan azol, dimana senyawa tersebut menjadi salah satu obat antijamur yang
banyak digunakan dalam pengobatan dermatofitosis. Azol merupakan senyawa
sintetis yang dapat digolongkan menjadi imidazol atau triazole (Goodman et al.,
2008). Berdasarkan uraian di atas, maka penelitian ini dilakukan pengujian
aktivitas antifungi terhadap jamur patogen Fusarium oxysporum pada media kulit
udang dan koloid kitin dengan cara isolat 19C38A1 tersebut diisolasi dan
kemudian dikultur selama 14 hari. Setelah itu, dilakukan ekstraksi dan uji
aktivitas antijamur dengan menggunakan metode microtiter 96-well plate, dan

selanjutnya dianalisis dengan KLT serta FTIR.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui aktivitas antijamur terhadap
jamur Fusarium oxysporum dari isolat 19C38A1.



1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi bahwa isolat

19C38A1 dapat dimanfaatkan sebagai antijamur.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Penapisan (Screening)

Penapisan (screening) adalah metode yang dilakukan untuk memilih sesuatu
keunggulan dari sebuah objek. Metode ini memiliki peran utama dalam pemilihan
mikroorganisme spesifik. Ada 2 jenis penapisan, yaitu penapisan primer dan
penapisan sekunder. Penapisan primer adalah uji kualitatif dengan menyaring
populasi organisme yang besar secara langsung atau tidak langsung untuk
kegiatan spesifik tertentu. Sedangkan penapisan sekunder adalah uji kualitatif dan
kuantitatif dengan tujuan untuk menentukan secara tepat aktivitas organisme,
memverifikasi produksi atau degradasi senyawa, dan untuk mengevaluasi
produksi potensial dari organisme yang telah teridentifikasi dari penapisan primer
(Steele and Stowers, 1991).

2.2. Actinomycetes

Actinomycetes merupakan bakteri gram positif, aerob dan memiliki bentuk sel
berfilamen yang banyak dijumpai di tanah. Menurut Saini et al., (2015)
Actinomycetes mampu menghasilkan eksoenzim yaitu enzim hidrolase yang dapat
berperan dalam membantu pencernaan pada udang (Mazdn-Suastegui et al.,
2020), sehingga dapat dijadikan sebagai probiotik dalam budidaya akuakultur.
Actinomycetes juga mampu menghasilkan senyawa antimikroba dan dapat

memproduksi enzim hidrolase yang bermanfaat dalam menghambat infeksi



bakteri patogen pada budidaya udang (Berna et al., 2015). Salah satu spesies
Actinomycetes yang berpotensi dijadikan sebagai probiotik yaitu Streptomyces sp.
Spesies ini diketahui mampu menghambat infeksi bakteri patogen (Arifiyanto et

al., 2020) dan memiliki kemampuan sebagai antivirus (Lakshmi et al., 2013).

Salah satu anggota Actinomycetes terutama genus Streptomyces memiliki rantai
spora pada hifa aerial dan memiliki miselium yang lengkap, kelimpahan miselium
yang tinggi dan rantai sporanya panjang. Spora tersusun dalam bentuk kumparan
yang menggulung atau berpilin. Ada juga yang berbentuk untaian panjang
melengkung. Rantai spora Streptomyces sangat jelas terlihat pada pengamatan
mikroskopik, karena memiliki bentuk yang khas. Hifa vegetatif memproduksi
miselium bercabang sangat banyak dan jarang yang berfragmen dengan diameter

0,5-2 pm serta memiliki spora nonmotil (Nurkanto, 2007).

Actinomycetes kebanyakan ditemukan pada substrat alam seperti tanah, air, dan
kolonisasi tanaman (Rahman et al., 2011). Sejumlah besar Actinomycetes yang
telah terisolasi dan disaring dari tanah mampu menghasilkan 70-80% metabolit
sekunder (Khanna et al., 2011). Actinomycetes dapat juga ditemukan di berbagai
lingkungan ekologi, seperti air laut (Patil et al., 2010), rizosfer rumput teki

(purple nut sudge) (Ambarwati et al., 2012).

Senyawa metabolit yang dihasilkan oleh Actinomycetes memiliki aktivitas
antagonis terhadap bakteri maupun jamur. Salah satu kelompok mikroorganisme
yang berpotensi sebagai agen pengendali hayati dari Actinomycetes adalah genus
Streptomyces. Streptomyces yang diujikan secara in vitro dapat menghambat
pertumbuhan jamur anggota spesies Fusarium oxysporum hingga 82%. Hasil
penelitian yang telah dilakukan Ali et al., (2018), menunjukkan bahwa
Streptomyces spp memiliki potensi sebagai antifungi pada penyakit layu fusarium.
Sedangkan hasil penelitian yang telah dilakukan Nurkanto et al., (2012),

menunjukkan bahwa Actinomycetes memiliki aktivitas antifungi.



2.3 Fungisida

Fungisida adalah jenis pestisida yang secara khusus dibuat dan digunakan untuk
mengendalikan (membunuh, menghambat atau mencegah) jamur atau cendawan
patogen penyebab penyakit. Bentuk fungisida bermacam-macam, ada yang
berbentuk serbuk, cair, gas dan butiran. Fungisida yang bebentuk serbuk dan cair
adalah yang paling banyak digunakan. Fungisida dalam bidang pertanian
digunakan untuk mengendalikan cendawan pada benih, bibit, batang, akar, daun,
bunga dan buah. Aplikasinya dilakukan dengan penyemprotan langsung
ketanaman, injeksi batang, pengocoran pada akar, perendaman benih dan
pengasapan (fumigan) (Sudarmo, 1991).

Menurut Sudarmo (1991) fungisida dapat diklasifikasikan menjadi dua golongan
berdasarkan bahannya, yaitu:

1. Fungisida Sintetis/Kimia

Fungisida sitetis atau fungisida kimia adalah fungisida yang dibuat dari bahan-
bahan kimia sintetis. Fungisida ini memiliki efek negatif dan berbahaya bagi
manusia, hewan dan lingkungan, terlebih jika digunakan dalam jangka panjang.
2. Fungisida Alami/Organik/Nabati

Fungisida alami atau fungisida organik adalah fungisida yang terbuat dari bahan-
bahan alami yang banyak tersedia di alam. Fungisida ini relatif lebih aman

digunakan karena tidak mengandung bahan kimia berbahaya.

Penggunaan fungisida nabati selain dapat menghambat perkembangan penyakit
juga aman bagi konsumen dan lingkungan karena mudah terurai dan tidak
meninggalkan residu pada produk pertanian (Sudarmo, 2005). Dilaporkan oleh
McGrath (2004) bahwa fungisida memegang peranan penting dalam pengendalian
penyakit tanaman. Aktar et al., (2009) menyebutkan bahwa kerugian secara
ekonomi yang cukup besar dapat dialami ketika fungisida tidak digunakan dalam

kegiatan budidaya tanaman.



2.4 Kulit Udang dan Turunannya

Kulit udang merupakan salah satu golongan hewan crustaceae yang mengandung
konstituen utama yang terdiri atas protein 25-40%, kalsium karbonat 45-50%, dan
kitin 15-30%, tetapi besarnya kandungan tersebut tergantung pada jenis udangnya
(Marganov, 2003).

Kulit udang dan cangkang kepiting limbah seafood merupakan sumber pembuatan
kitin dan kitosan. Kitin berasal dari bahasa yunani chitin, yang berarti kulit kuku.
Kitin dapat berasal dari komponen utama dari eksoskeleton invertebrata,
crustacea, insekta, dan juga dinding sel dari fungi dan yeast dimana komponen ini

berfungsi sebagai komponen penyokong dan pelindung (Marganov, 2003).

Kitin merupakan bahan organik utama terdapat pada kelompok hewan crustaceae,
insekta, fungi, mollusca dan arthropoda. Cangkang kepiting, udang dan lobster
telah lama diketahui sebagai sumber bahan dasar produksi kitin, karena
kandungan kitinnya cukup tinggi. Cangkang kering arthropoda rata-rata
mengandung 20-50% kitin (Suhardi, 1993). Kitin juga diketahui terdapat pada
kulit siput, kepiting, kerang, dan bekicot (Stephen, 1995).

Kitin adalah senyawa yang stabil terhadap reaksi kimia, rendahnya reaktivitas
kimia, tidak beracun (non toxic) dan bersifat biodegradable. Kitin tidak larut
dalam air (bersifat hidrofobik), dalam alkohol serta tidak larut dalam asam
maupun alkali encer (Taufan & Zulfahmi, 2010). Kitin hanya dapat larut dalam
pelarut asam mineral pekat seperti HCI (Herdyastuti et al., 2009). Kitin
merupakan homopolimer dari residu N-asetil-D-glukosamin yang terikat melalui
ikatan (3-1,4 glikosodik (Ichaidar, 2013). Struktur kitin dapat dilihat pada Gambar
1.



H MHCOCH: C 0

Gambar 1. Struktur Kitin
(Aniek, 2000).

2.5 Fusarium oxysporum

Spesies Fusarium oxysporum terwakili dengan baik di antara komunitas jamur
tular tanah di setiap jenis tanah seluruh dunia (Burgess, 1981). Spesies ini juga
dianggap konstituen normal dari komunitas jamur di rizosfer tanaman (Gordon &
Martyn, 1997). Semua strain dari F. oxysporum bersifat saprofit dan mampu
tumbuh dan bertahan hidup untuk waktu yang lama pada bahan organik di dalam
tanah dan di rizosfer dari banyak spesies tanaman (Garrett, 1970). Beberapa strain
dari F. oxysporum bersifat patogen bagi tanaman yang berbeda jenis, mereka
menembus ke dalam akar yang menyebabkan busuk akar atau trakeomikosis
ketika mereka menyerang sistem vaskular. Banyak galur lain dapat menembus
akar, tetapi tidak menyerang sistem vaskular atau menyebabkan penyakit (Olivain
& Alabouvette, 1997).

Menurut Semangun (2007), gejala permulaan yang ditimbulkan oleh serangan
jamur Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici adalah tulang daun pucat terutama
daun sebelah atas, kemudian diikuti merunduknya batang, dan akhirnya tanaman
menjadi layu secara keseluruhan. Kelayuan seringkali diikuti klorosis daun,
terutama daun pada bagian bawah. Pada tanaman muda, dapat menyebabkan
tanaman mati secara mendadak karena pada pangkal batang terjadi kerusakan.
Sastrahidayat (1990) menyatakan bahwa F. oxysporum f.sp. lycopersici

dapat bertahan lama dalam tanah, sehingga tanah yang sudah terinfestasi sukar



dibebaskan kembali dari jamur ini. Jamur menginfeksi akar melalui luka,

kemudian menetap dan berkembang di berkas pembuluh.

2.6 Solid State Fermentation (SSF)

Fermentasi padat (Solid State Fermentation, SSF) didefinisikan sebagai proses
fermentasi di mana mikroorganisme tumbuh pada bahan padat tanpa adanya
cairan bebas. Konsep penggunaan substrat padat mungkin merupakan metode
tertua yang digunakan manusia untuk membuat mikroorganisme bekerja
untuknya. Dalam beberapa tahun terakhir, SSF telah menunjukkan banyak
harapan dalam pengembangan beberapa bioproses dan produk. Namun, SSF juga
memiliki beberapa kelemahan. Ada beberapa proses di mana fermentasi solid state
tidak dapat digunakan seperti pada fermentasi bakteri (Channel dan Moo Young,
1980).

Solid State Fermentation (SSF) merupakan teknik umum untuk produksi
metabolit mikroba. SSF merupakan teknologi yang mudah dilakukan, hemat
biaya, dan memiliki efisiensi yang tinggi untuk produksi metabolit. Dalam proses
SSF, ada banyak faktor yang perlu diperhatikan agar produksi metabolit oleh
suatu mikroorganisme berlangsung dengan baik. Beberapa faktor tersebut
diantaranya yaitu pH, suhu, inokulum, media fermentasi, agitasi, udara, mikro dan
makronutrien, karena mempengaruhi proses SSF secara signifikan. Selain itu,
komposisi kimia, ukuran partikel, porositas substrat, dan kelembaban substrat
memainkan peran penting pada proses SSF (Srivastava et al., 2019). Substrat
harus memiliki kelembaban yang cukup untuk mendukung pertumbuhan dan

aktivitas metabolisme mikroorganisme (P. Nigam, 2009).
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2.7 Liquid State Fermentation (LSF)

Fermentasi media cair (Liquid State Fermentation, LSF) didefinisikan sebagai
proses penumbuhan mikroorganisme dalam larutan yang mengandung semua
nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan (Kavanagh, 2005). Fermentasi cair
memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan fermentasi padat, yaitu
siklus produksi yang pendek, efisiensi produksi yang tinggi, kualitas produk yang
stabil dan pemisahan produk yang mudah (Zhao et al., 2023). Produk fermentasi
cair dapat dibagi menjadi miselium dan cairan ekstraseluler yang sebagian besar
mengandung asam amino, vitamin, polisakarida, triterpena, protein, alkaloid,
glikosida, sterol, flavonoid, dan antibiotik. Produk-produk ini memiliki banyak
aktivitas biologis seperti imunoregulasi, antitumor, antivirus, antioksidan,

antipenuaan, hipoglikemik, penurun lipid, dll (Wei et al., 2022).

2.8 KLT

Kromatografi lapis tipis adalah suatu metode pemisahan yang menggunakan plat
atau lempeng kaca yang sudah dilapisi adsorben yang bertindak sebagai fase
diam. Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu metode pemisahan dan alat
uji senyawa kimia secara kualitatif maupun kuantitatif. Senyawa yang di uji dapat
berupa senyawa tunggal maupun senyawa campuran dari produk pabrik, hasil
sintesis, isolasi dari hewan percobaan maupun dari tanaman dan mikroorganisme.
Prinsip kerjanya memisahkan sampel berdasarkan perbedaan kepolaran antara
sampel dengan pelarut yang digunakan. Teknik ini biasanya menggunakan fase
diam dari bentuk plat slika dan fase geraknya disesuaikan dengan jenis sampel
yang ingin dipisahkan. Semakin dekat kepolaran antara sampel dengan eluen
maka sampel akan semakin terbawa oleh fase gerak tersebut. Kromatografi lapis
tipis adalah metode pemisahan fitokimia atau merupakan salah satu metode
identifikasi awal untuk menentukan kemurniaan senyawa yang dapat menetukan
jumlah senyawa dari ekstrak kasar metabolit sekunder (Merck, E dan Frankfrut,
1984).



11

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu teknik kromatografi yang
didasarkan pada prinsip adsorbs, perbedaannya dengan kromatografi kolom yaitu
konfigurasi KLT yang berbentuk planar (plate). Fase diam yang digunakan berupa
padatan yang diaplikasikan dalam bentuk datar pada permukaan kaca atau
aluminium sebagai penyangganya. Sedangkan fase gerak berupa cairan seperti
yang digunakan dalam kromatografi kolom dan kromatografi kertas (Rubiyanto,
2017).

Kelebihan KLT adalah keserbagunaan, kecepatan, dan kepekaan. Keserbagunaan
KLT adalah bahwa selain selulosa, sejumlah penyerap lain dapat disaputkan
dengan pelat kaca atau penyangga lain, meskipun silika gel yang paling banyak
digunakan, kecepatan KL T dipengaruhi oleh sifat penjerap yang lebih padat bila
disaputkan pada pelat. Kekurangan KLT adalah kerja penyaputan pelat kaca
dengan penyerap, bubur silika gel yang harus dikocok kuat-kuat tiap jangka waktu
tertentu, pengeringan pada suhu kamar dan pengkatifan dengan pemanasan pada
suhu 100-110°C selama 30 menit (Harborne, 2006).

29FTIR

Fourier Transformed Infrared (FTIR) merupakan salah satu alat atau instrument
yang dapat digunakan untuk mendeteksi gugus fungsi, mengidentifikasi senyawa
dan menganalisis campuran dari sampel yang dianalisis tanpa merusak sampel.
Daerah inframerah pada spektrum gelombang elektromagnetik dimulai dari
panjang gelombang 14000 cm™ hingga 10!. Berdasarkan panjang gelombang
tersebut daerah inframerah dibagi menjadi tiga daerah, yaitu IR dekat (14000-
4000 cm™t) yang peka terhadap vibrasi overtone, IR sedang (4000-400 cm™)
berkaitan dengan transisi energi vibrasi dari molekul yang memberikan informasi
mengenai gugus-gugus fungsi dalam molekul tersebut, dan IR jauh (400-10 cm™)
untuk menganalisis molekul yang mengandung atom-atom berat seperti senyawa
anorganik tapi butuh teknik khusus (Schechter, 1997; Griffiths dan Chalmers,
1999).
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Prinsip kerja FTIR adalah interaksi antara energi dan materi. Inframerah yang
melewati celah ke sampel, dimana celah tersebut berfungsi mengontrol jumlah
energi ysng disampaikan kepada sampel. Kemudian beberapa inframerah diserap
oleh sampel dan yang lainnya di transmisikan melalui permukaan sampel
sehingga sinar inframerah lolos ke detektor dan sinyal yang terukur kemudian
dikirim ke komputer dan direkam dalam bentuk puncak-puncak (Thermo, 2001).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2022 sampai Desember 2023 di
Laboratorium UPT-LTSIT Universitas Lampung dan Laboratorium Biopolimer

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas yang umum
digunakan (gelas beaker, erlenmeyer, gelas ukur, labu evaporator), cawan petri,
kapas, kasa, karet gelang, tisu, botol semprot, plastik wrap, plastik tahan panas,
korek api, spidol, indikator universal, spatula logam, batang pengaduk, jarum ose,
lampu spirtus, botol kaca, mikropipet, microtiter 96 wells, blender, neraca
analitik, oven, laminar air flow, hospitex diagnostics, neraca analitik Wigen
Houser, mikroskop Axioo Zeiss Imager Al, inkubator Memmert-Germany/INC-
02, rotary evaporator Buchii/R210, autoklaf Tomy SX-700, sentrifus Hitachi CF
16RX I, dan Instrumen FTIR Cary 630 (Agilent, Santa Clara, CA, United States).

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah limbah kulit udang,
akuades, air laut buatan (aritificial sea water), agar swallow, NaOH teknis, HCI
teknis, plat silika gel F254, pelarut n-heksana, pereaksi Serium Sulfat (Ce(SOa4)2)
dan Dragendorff, etilasetat (EtOAc), Potato Dextrose Broth (PDB), Potato
Dextrose Agar (PDA), dextrose, ketokonazole, metanol (MeOH) 12,5%,.
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3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Persiapan Sampel Kulit Udang dan Koloid Kitin

Limbah kulit udang segar yang digunakan diperoleh dari Pasar Gudang Lelang,
Teluk Betung, Bandar Lampung. Limbah kulit dan kepala udang yang telah
dikumpulkan untuk bahan baku, selanjutnya dibersihkan dan dikeringkan
sehingga diperoleh kulit udang kering yang akan digunakan sebagai bahan baku

substrat.

Kitin dibuat dengan merujuk pada Hendri dkk (2007). Proses isolasi kitin melalui
2 tahap yaitu demineralisasi dan deproteinasi. Tahapan yang pertama yaitu
demineralisasi yang dilakukan dengan menyiapkan 100 gram kulit udang yang
telah dikeringkan dan dihaluskan. Pada tahapan ini, kulit udang yang telah
disiapkan ditambahkan HCI 1,25 N dengan perbandingan 1:10 (b/v), lalu
dipanaskan serta diaduk selama 1 jam pada suhu 90°C. Setelah 1 jam, suspensi
dicuci dengan akuades hingga pH netral lalu dikeringkan di dalam oven dan
selanjutnya ditimbang. Tahapan yang kedua yaitu deproteinasi. Pada tahapan ini,
hasil residu dari proses demineralisasi ditambahkan NaOH 3,5% dengan
perbandingan yang sama yaitu 1:10 (b/v) yang kemudian dipanaskan pada suhu
65°C sambil diaduk selama 2 jam menggunakan magnetic stirrer. Setelah itu,
dilakukan penyaringan dan endapan yang diperoleh dicuci menggunakan akuades
sampai pH netral. Selanjutnya, endapan dikeringkan di dalam oven untuk
menghilangkan kadar air dan kemudian ditimbang. Setelah itu, endapan yang
diperoleh kemudian ditambahkan HCI pekat dengan perbandingan 1:10 (b/v) lalu
di stirrer selama 2 jam. Selanjutnya, dilakukan pencucian menggunakan akuades
hingga pH netral dan kemudian disaring menggunakan sentrifus selama 5 menit
dengan kecepatan 7000 rpm. Residu yang terbentuk kemudian di ambil lalu dicuci
kembali dengan akuades sampai pH netral. Setelah itu, residu yang sudah

terbentuk dipindahkan ke dalam wadah dan disimpan di kulkas.
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3.3.2 Penapisan dan peremajaan Isolat Actinomycetes 19C38A1

Dilakukan peremajaan isolat Actinomycetes 19C38A1 yang didapat dari koleksi
UPT LTSIT yang berasal dari perairan Gorontalo dengan menggunakan media
selektif koloid Kitin. Proses ini diawali dengan penggoresan isolat Actinomycetes
19C38A1 di atas media media selektif koloid kitin, kemudian isolat diinkubasi
pada temperatur ruang selama 14 hari.

3.3.3 Identifikasi Isolat Actinomycetes

Isolat Actinomycetes yang telah digores pada koloid kitin kemudian ditancapkan
cover slip dengan sudut kemiringan 45° dan selanjutnya diinkubasi selama 7 hari.
Setelah tumbubh, isolat kemudian diidentifikasi ornamen spora dengan
menggunakan mikroskop zeiss axio imager Al pada perbesaran 400 M
(Goodfellow et al.,2012).

3.3.4 Skrining Aktivitas Kitinolitik (Zona Bening)

Proses ini dilakukan pada media agar koloid kitin 1% dengan cara isolat
Actinomycetes ditotolkan pada bagian tengah media agar, kemudian diinkubasi
selama 14 hari pada suhu ruang (Zou et al., 2002).

3.3.5 Pembuatan Inokulum Actinomycetes 19C38A1

Pembuatan inokulum pada fermentasi kulit udang dan koloid kitin dilakukan
dengan menggunakan media cair koloid kitin 1% dengan cara menambahkan

isolat Actinomycetes 19C38A1 menggunakan jarum ose dan kemudian dikocok.
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3.3.6 Kultivasi Actinomycetes 19C38A1 Secara Solid State Fermentation (SSF)
Pada Media Kulit Udang

Kultivasi dilakukan dengan cara Solid State Fermentation (SSF) pada media kulit
udang dengan beberapa variasi waktu untuk mendapatkan waktu optimum.
Setelah itu, dilakukan kultivasi kembali untuk mendapatkan pH optimum saat

waktu optimum sudah diketahui.

3.3.6.1. Variasi Waktu

Pembuatan suspensi Actinomycetes dilakukan terlebih dahulu dengan cara
membuat larutan inokulum pada media koloid Kitin tanpa agar yang ditambahkan
dengan isolat Actinomycetes 19C38A1, lalu diinkubasi secara statis pada
temperatur ruang selama 7 hari. Kemudian disiapkan botol kaca dan masing-
masing botol kaca tersebut diisi 5 gram kulit udang yang telah dikeringkan pada
temperatur ruang sebagai media produksi. Selanjutnya media diinokulasi dengan
menambahkan 5 mL suspensi Actinomycetes dan diinkubasi secara statis pada
temperatur ruang dengan variasi waktu pertumbuhan yaitu 2 hari, 4 hari, 6 hari, 8

hari, 10 hari, 12 hari, dan 14 hari untuk mengetahui waktu optimum.

3.3.6.2 Variasi pH

Setelah didapatkan waktu optimum, dilakukan kembali kultivasi Actinomycetes
19C38A1 menggunakan 5 gram kulit udang dengan variasi pH 6,7, dan 8 yang
kemudian ditambahkan dengan larutan inokulum sebanyak 5 mL. Selanjutnya

diinkubasi selama waktu optimum yang telah didapatkan.
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3.3.7 Kultivasi Actinomycetes 19C38A1 Secara Liquid State Fermentation
(LSF) Pada Media Koloid Kitin

Kultivasi dilakukan mengacu pada Setiawan et al., (2022) yaitu dengan cara
Liquid State Fermentation pada media koloid kitin dengan beberapa variasi waktu
untuk mendapatkan waktu optimum. Setelah itu, dilakukan kultivasi kembali saat

waktu optimum sudah diketahui.

3.3.7.1 Variasi Waktu

Pembuatan suspensi Actinomycetes dilakukan terlebih dahulu dengan cara
membuat larutan inokulum pada media koloid kitin tanpa agar yang ditambahkan
dengan isolat Actinomycetes 19C38A1, lalu diinkubasi secara statis pada
temperatur ruang selama 7 hari. Selanjutnya, disiapkan media koloid kitin 1% dan
media tersebut kemudian dimasukkan ke botol kaca. Setelah itu, diinokulasi
dengan menambahkan suspensi Actinomycetes dengan perbandingan 1:10 dan
diinkubasi secara statis pada temperatur ruang dengan variasi waktu pertumbuhan
yaitu 2 hari, 4 hari, 6 hari, 8 hari, 10 hari, 12 hari, dan 14 hari untuk mengetahui

waktu optimum.

3.3.7.2 Variasi pH

Setelah didapatkan waktu optimum, dilakukan kembali kultivasi Actinomycetes
19C38A1 dengan variasi pH 6, 7, dan 8 secara Liquid Fermentation dengan
perbandingan 1:10. Selanjutnya diinkubasi selama waktu optimum yang telah

didapatkan.
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3.3.8 Uji Skrining Aktivitas Antifungi

Skrining awal bioaktivitas dilakukan menggunakan microtiter plate 96 wells yang
merujuk pada Setiawan et al., (2022). Jamur uji yang digunakan adalah Fusarium
oxysporum. Uji antifungi mula-mula dilakukan dengan cara menyiapkan isolat
fungi yang telah dikultur pada media PDA selama 7 hari. Kemudian pada jamur
Fusarium oxysporum diambil spora Fusarium sp dengan cara membasahkan
cotton swab steril dengan larutan akuades steril berisi 0,005% Tween 20 diatas
permukaan Fusarium oxysporum dan dipindahkan ke wadah inokulum. Setelah itu
ditunggu hingga partikel kasar mengendap sekitar 3-5 menit dan suspensi bagian
atas dipindahkan ke wadah inokulum lain, lalu dihomogenkan. Kemudian diatur
kekeruhannya sesuai dengan larutan standard 0,5Mc Farland (1-5 x 10° CFU/mL)
ekuivales 0,08-0,1 (Al-Hatmi et al., 2017) dan diencerkan hingga (1-5 x
10°CFU/mL). Pada proses penambahan ke dalam well dilakukan dengan cara
yaitu menambahkan 80 pL media PDB ke dalam well, kemudian menambahkan
sampel sebanyak 20 pL , dan terakhir yaitu penambahan isolat jamur yang
sebelumnya telah disiapkan sebanyak 100 pL. Tahap terakhir ialah dilakukan
proses inkubasi plate selama 48 jam pada suhu ruang. Setelah 48 jam diinkubasi,
pertumbuhan jamur diukur nilai OD 600nm dengan menggunakan hospitex
kemudian hasilnya ditafsirkan sesuai dengan standar Clinical and Laboratory
Standards Institute (National Committee for Clinical Laboratory Standards,
2012). Hasil yang didapat dari skrining antifungi menggunakan 96 well plate yaitu

berupa esktrak isolat unggul sebagai penghasil senyawa fungisida.

3.3.9 Analisis KLT

Uji KLT dilakukan mengacu pada Setiawan et al., (2022). Uji KLT ini bertujuan
untuk mengetahui komponen ekstrak dari hasil kultivasi pada media kulit udang,
dan media koloid kitin yang telah dimaserasi menggunakan etil asetat (EtOAC).

Pada uji KLT ini, ekstrak dipindahkan menggunakan pipa kapiler dan ditotolkan
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pada fase diam berupa plat silika gel F254 dan dengan variasi pelarut n-heksana
dan EtOAc sebagai fase gerak. Selanjutnya divisualisasi dengan pereaksi spesifik
Dragendorf untuk mengetahui adanya komponen alkaloid, pereaksi Ninhidrin
untuk mengidentifikasi adanya senyawa peptida dan Serium Sulfat (Ce(SO4)2)

untuk mengetahui komponen pada ekstrak secara umum.

3.3.10 Analisis Fourier Transformed Infrared (FTIR)

Analisis FTIR dilakukan untuk mengidentifikasi gugus fungsional yang terdapat

dalam suatu senyawa yang dianalisis (Silverstein dan Bassler, 1998).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.
2.

Isolat 19C38A1 teridentifikasi dalam spesies Streptomyses.

Hasil pada analisis KLT menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes 19C38A1
diprediksi menghasilkan asam amino dengan pereaksi ninhidrin dan terdapat
adanya komponen alkaloid dengan reagen Dragendroff.

Hasil analisis FTIR menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes 19C38A1
diprediksi mampu menghasilkan senyawa alkaloid pada media koloid Kitin
pada puncak serapan 3444.1 cm™.

Hasil analisis FTIR menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes 19C38A1
diprediksi mampu menghasilkan senyawa alkaloid pada media kulit udang
pada puncak serapan 3205.5 cm™.

Metabolit sekunder yang dihasilkan dari isolat Actinomycetes 19C38A1
berpotensi sebagai antifungi terhadap Fusarium oxysporum dengan nilai
hambatan sebesar 47% di media kulit udang pada waktu optimum 6 hari dan
50% di media koloid kitin pada waktu optimum 10 hari dengan masing-

masing pH optium yaitu pH 6 dalam 24 jam masa inkubasi.



5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, diperlukan analisis lebih lanjut dengan
teknik pelengkap seperti spektrometri massa atau NMR untuk memastikan

identifikasi senyawa.
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