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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI SENYAWA BIOAKTIF FUNGI SEDIMEN
MANGROVE SERTA UJI BIOAKTIVITAS TERHADAP Malassezia globosa

Oleh

CARLOS DANIEL

Fungi sedimen mangrove memiliki metabolit sekunder dengan aktivitas farmakologis
yang signifikan dengan jalur biosintesis senyawa yang unik, serta sebagian besar masih
belum dieksplorasi. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh senyawa antifungi
terhadap Malassezia globosa dari ekstrak fungi yang berasal dari sedimen mangrove
di daerah Pesawaran, Lampung. Isolat fungi yang diperoleh (21RSM1, 21RSM2, dan
21RSMD5) dikultivasi pada media padat diantaranya media kulit udang, kedelai dan
beras selama 14 hari. Hasil kultur dimaserasi menggunakan pelarut etil asetat (EtOAC).
Ekstrak kasar diskrining aktivitas antifungi terhadap M. globosa dengan metode difusi
agar. Dalam penelitian ini, ekstrak fungi 21RSM2-MKU paling unggul sebagai
antifungi dengan zona hambat 18mm terhadap M. globosa pada konsentrasi 10 mg/mL.
Sampel 21RSM2-MKU difraksinasi melalui kromatografi kolom dan setiap fraksi yang
dihasilkan selanjutnya dimonitoring kemurniannya serta diskrining aktivitas
antifunginya menggunakan KLT dan metode difusi agar. Fraksi paling aktif dari
21RSM2-MKU memiliki daya hambat antifungi sebesar 14 mm terhadap M. globosa
pada konsentrasi 10 mg/mL yang dikategorikan dalam golongan kuat sebagai antifungi,
fraksi aktif 21RSM2-MKUF6F4 dikarakterisasi menggunakan LC-MS/MS dan FTIR.
Sampel 21RSM2-MKUF6F4 diketahui mempunyai senyawa golongan peptida dengan
struktur dasar imidazol, senyawa imidazol diketahui sebagai sumber antifungi yang
menghambat pertumbuhan M. globosa. Informasi awal ini menjadi penting untuk
pengembangan lebih lanjut dalam pencarian senyawa bioaktif yang berasal dari fungi
sedimen mangrove.

Kata kunci : Sedimen mangrove, fungi, fermentasi padat, antifungi, M. globosa



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS
FROM MANGROVE SEDIMENT FUNGI AND BIOACTIVITY TESTING
AGAINST Malassezia globosa

By

CARLOS DANIEL

Mangrove sediment fungi have secondary metabolites with significant
pharmacological activities and unique compound biosynthesis pathways, many of
which are still unexplored. This research aims to obtain antifungal compounds against
Malassezia globosa from fungi extracts sourced from mangrove sediments in
Pesawaran, Lampung. The obtained fungal isolates (21RSM1, 21RSMZ2, and
21RSMD5) were cultured on solid media including shrimp shell, soybean, and rice media
for 14 days. The culture results were macerated using ethyl acetate (EtOAc) solvent.
The crude extracts were screened for antifungal activity against M. globosa using the
agar diffusion method. In this study, the extract from fungus 21RSM-MKU was found
to be the most effective antifungal agent, with an inhibition zone of 18 mm against M.
globosa at 10 mg/mL concentration. Sample 21RSM-MKU was fractionated through
column chromatography, and each resulting fraction was further monitored for purity
and screened for antifungal activity using TLC and the agar diffusion method. The
most active fraction of 21RSM2-MKU showed an antifungal inhibition of 14 mm
against M. globosa at a concentration of 10 mg/mL, categorized as a strong antifungal.
The active fraction 21RSM2-MKUF6F4 was characterized using LC-MS/MS and
FTIR. Sample 21RSM2-MKUF6F4 was identified to contain peptide compounds with
an imidazole basic structure. Imidazole compounds are known antifungals that inhibit
the growth of M. globosa. This preliminary information is important for further
development in the search for bioactive compounds from mangrove sediment fungi.

Keywords : Mangrove sediment, fungi, Solid state fermentation (SSF), antifungi,
M.globosa
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. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit infeksi telah menjadi salah satu masalah serius dalam bidang kesehatan
karena penyakit ini dapat ditularkan dengan mudah dari satu individu ke individu
lain baik itu manusia ke manusia, manusia ke hewan maupun hewan ke manusia
(Rahman dan Sumijan, 2021). Penyakit infeksi yang terjadi pada umumnya dapat
disebabkan oleh mikroba patogen seperti fungi, bakteri dan parasit. Sebanyak 20 —
25% populasi manusia di dunia mengalami permasalahan infeksi yang diakibatkan
oleh fungi (Kihbacher et al., 2017). Salah satu fungi yang sering kita temui adalah
genus Malassezia karena secara alami dapat ditemukan pada kulit manusia. Salah
satu contoh penyakit yang disebabkan oleh fungi yaitu dermatitis seboroik (DS)
merupakan dermatosis papuloskuamosa kronik dengan gambaran khas berupa plak
atau patch eritematosa berbatas tegas dan skuama kasar. Dermatitis seboroik
mengenai area yang banyak mengandung kelenjar sebasea seperti wajah, badan
bagian atas dan lipatan kulit. Penyebab DS belum diketahui pasti, beberapa faktor
berperan dalam etiopatogenesis penyakit ini yaitu spesies Malassezia globosa,
aktivitas kelenjar sebaseus, dan kerentanan individu.

Bukti peranan Malassezia globosa ini dijelaskan pada pemberian obat antifungi pada
DS menyebabkan perbaikan lesi (jaringan tubuh yang mengalami kerusakan). Selain
itu contoh lain penyakit yang disebabkan fungi patogen ditandai dengan perubahan
pigmen kulit akibat kolonisasi stratum korneum oleh fungi lipofilik dari genus
Malassezia. Infeksi yang disebabkan fungi Malassezia globosa banyak dijumpai di
daerah tropis dikarenakan tingginya suhu dan kelembaban lingkungan, diperkirakan
40-50% dari populasi di negara tropis terkena penyakit ini. Oleh sebab itu perlu



adanya upaya untuk mencari bahan obat baru yang dapat melawan pertumbuhan dari
fungi tersebut.

Pencarian sumber bahan obat baru terus dilakukan hingga saat ini, khususnya yang
bersumber dari bahan alam untuk menghambat pertumbuhan dari fungi Malassezia
globosa. Salah satu pengobatan yang sudah dilakukan sampai saat ini adalah dengan
memberikan krim atau lotion yang mengandung ketokonazol dan zinc pyrithione
pada produk sampo, digunakan untuk mengatasi ketombe dan dermatitis yang
disebabkan oleh Malassezia globosa. Sampo ini membantu mengurangi kelebihan
pertumbuhan fungi tersebut pada kulit kepala. Namun, lambat laun beberapa fungi
patogen membentuk resistensi terhadap antifungi untuk tetap hidup dan beradaptasi.
Oleh sebab itu perlu adanya upaya untuk mendapatkan senyawa bioaktif baru untuk

menghambat pertumbuhan fungi patogen tersebut.

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa senyawa bioaktif yang dihasilkan dari
fungi sedimen mangrove memiliki aktivitas antifungi terhadap beberapa fungi
patogen. Sebelumnya telah diketahui bahwa fungi sedimen mangrove yang berada
pada kota Semarang menghasilkan senyawa bioaktif yang memiliki aktivitas
antifungi terhadap Malassezia fufur (Pringgenies dan Setyati, 2023). Senyawa
bioaktif dari fungi merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan dari fungi
diartikan sebagai senyawa organik yang tidak terlibat langsung dalam
pengembangannya, reproduksi, dan pertumbuhannya. Selain itu, telah diketahui
bahwa terdapat mikroorganisme yang hidup secara simbiosis di dalam jaringan
tanaman mangrove serta pada sedimen mangrove. Selama interaksi ini, fungi
sedimen mangrove menghasilkan senyawa kimia tertentu yang dapat membantu
tanaman mangrove melawan infeksi fungi. Dalam simbiosisnya, fungi sedimen
mangrove mendapatkan nutrisi dari tanaman dan pada saat tertentu membantu
tanaman tersebut dalam melawan serangan patogen seperti fungi. Selain itu fungi
yang berasal dari sedimen mangrove beradaptasi dalam lingkungan yang rentan
terhadap pertumbuhan mikroorganisme seperti fungi, sehingga memungkinkan bagi

fungi sedimen mangrove untuk mengembangkan senyawa-senyawa tertentu sebagai



mekanisme perlindungan dalam lingkungan yang ekstrem. Oleh sebab itu,
penggunaan fungi sedimen mangrove menjadi alternatif sumber potensial untuk
senyawa antifungi. Pemanfaatan fungi sedimen mangrove dianggap lebih efektif

dalam pengaplikasiannya serta dalam menjaga keanekaragaman hayati.

Pengembangan dan penemuan senyawa metabolit sekunder baru dari bahan alam
penting untuk dieksplorasi sebagai antifungi baru dalam mengatasi fungi patogen.
Hasil sumber daya laut dari negara kepulauan memiliki berbagai macam potensi

sebagai sumber senyawa bioaktif baru. Pemanfaatan organisme laut seperti fungi
sedimen mangrove dianggap menjadi salah satu mikroorganisme yang memiliki

senyawa bioaktif baru sebagai sumber senyawa antifungi. Selain organisme laut,
salah satu bahan alami yang dapat digunakan sebagai alternatif senyawa antifungi

adalah fungi sedimen mangrove (Wondal et al., 2019).

Sedimen mangrove dapat berasosiasi dengan mikroorganisme yang dapat
menghasilkan metabolit sekunder sebagai sumber antifungi yang baru. Isolasi
senyawa bioaktif secara langsung dari tumbuhan menjadi kurang efektif karena
beberapa kendala seperti ketersediaan tumbuhan, maupun degradasi lingkungan yang
dapat berdampak pada hilangnya keanekaragaman hayati (Hasiani dkk., 2015).
Senyawa bioaktif yang didapatkan dari fungi sedimen mangrove memiliki potensi
yang cukup baik apabila diaplikasikan dalam antimikroba khususnya antifungi.
Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa fungi sedimen mangrove memiliki
potensi untuk menghambat pertumbuhan dari bakteri dan fungi patogen salah
satunya pada genus Malassezia (Pringgenies dan Setyati, 2023). Media
pertumbuhan fungi juga akan mempengaruhi metabolit yang dihasilkan, sehingga
perlu dilakukan optimalisasi media pertumbuhan dengan metode kultivasi SSF (Solid
State Fermentation) untuk mengetahui media paling optimum dalam menghasilkan

senyawa bioaktif sebagai antifungi.

Fungi yang berasal dari sedimen mangrove memegang peranan penting karena
sebagai bagian integral dari ekosistem mangrove, yang membantu daur ulang dan

transformasi berbagai nutrisi sehingga membuat ekosistem mangrove lebih produktif



(Ratnakomala, dkk., 2016). Berdasarkan uraian diatas dalam penelitian ini dilakukan
isolasi dan karakterisasi senyawa bioaktif fungi sedimen mangrove serta uji

bioaktivitas terhadap Malassezia globosa.

1.2 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mendapatkan isolat fungi sedimen mangrove dan media pertumbuhannya
yang paling optimum dalam menghasilkan senyawa bioaktif sebagai
antifungi.

2. Mengetahui aktivitas antifungi dari isolat yang didapatkan terhadap fungi
Malassezia globosa.

3. Mengetahui karakteristik senyawa bioaktif dari isolat fungi menggunakan
FTIR, dan LC-MS/MS.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah diperoleh informasi mengenai potensi fungi dari
sedimen mangrove di kawasan hutan mangrove Pesawaran Provinsi Lampung
dan aktivitasnya sebagai antifungi serta karakteristik senyawa bioaktif yang
dihasilkan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekosistem Mangrove

Hutan mangrove adalah suatu ekosistem habitat daerah pantai yang harus
dipertahankan keberadaannya sebagai penyedia sumber daya alam. Indonesia
merupakan negara kepulauan yang memiliki garis pantai sekitar 81.000 km.
Sebagian besar pantai tersebut ditumbuhi oleh vegetasi hutan pantai dan mangrove.
Mangrove merupakan komunitas vegetasi pantai dengan habitat berlumpur dan
payau. Pertumbuhan mangrove yang ada dalam suatu ekosistem akan selalu
dipengaruhi dan dikendalikan oleh faktor-faktor habitat. Dalam jangkauan geografis,
luasan, distribusi, mangrove baik secara spasial dan temporal, sangat dipengaruhi
oleh keanekaragaman hayati, komposisi dan struktur populasi mangrove serta faktor-
faktor di dalamnya termasuk produktivitas mangrove yang mampu bertoleransi
adaptif terhadap kondisi lingkungan dan iklim tertentu (Valentino dkk., 2022).
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Gambar 1. Ekosistem Mangrove (Astiningseh, 2022)

Terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan mangrove, faktor

yang dominan biasanya berpengaruh pada pertumbuhan vegetasi, meskipun tidak



lepas dari peranan faktor resesif yang ada di dalam ekosistem tersebut. Mangrove
tumbuh dan berkembang pada wilayah estuaria dan memiliki adaptasi yang unik
untuk menghadapi tekanan lingkungan berupa salinitas tinggi, temperatur tinggi, dan
radiasi sinar matahari yang kuat, serta melimpahnya mikroorganisme dan insekta.
Mangrove mempunyai beberapa fungsi. Fungsi fisiknya yaitu untuk menjaga kondisi
pantai dan tebing sungai, mencegah terjadinya abrasi dan intrusi air laut, serta
sebagai perangkap zat pencemar. Fungsi kimia dan biologisnya ialah sebagai habitat
benih ikan, udang, kepiting dan biota laut lainnya, sebagai sumber inang bagi
mikroba endofit dan mikroorganisme dalam sedimen mangrove. Ekosistem
mangrove dikenal sebagai ekosistem dari pesisir yang unik dan memainkan peran
penting sebagai jembatan penghubung antara sistem daratan dan laut. Meskipun
ekosistem mangrove dikenal sebagai tempat yang cukup produktif, kekurangan
nitrogen dalam ekosistem mangrove membuat pertumbuhan tanaman dan penguraian
mikroba terhambat, yang sangat merugikan kesehatan tanaman dan stabilitasnya
yang dipengaruhi oleh perubahan ambang denitrifikasi, sifat-sifat lumpur, dan
perubahan air pasang surut di dalam ekosistem tersebut. Penelitian terbaru tentang
interaksi mikroba untuk bersaing mendapatkan nutrisi menunjukkan bahwa interaksi
mikroba-mikroba dapat memainkan peran penting dalam membentuk dan
membangun jaringan komunitas mikroba di alam (Hassani et al., 2018).

2.2 Sedimen Mangrove

Sedimen mangrove memiliki kandungan nutrisi yang cukup tinggi disebabkan karena
bercampurnya sedimen yang berasal dari laut yang mengandung banyak mineral
dengan serasah daun mangrove yang berguguran (Morrison et al., 2014). Umumnya
tanah yang ditumbuhi mangrove adalah tanah yang bertekstur halus, mempunyai
kadar garam rendah dan alkalinitas yang tinggi, dan sering mengandung lapisan
sulfat masam atau bahan sulfidak. Sedimen mangrove memainkan peranan penting
dalam siklus biogeokimia dari ekosistem mangrove, dengan adanya interaksi antara

organisme hidup dengan tanah, air dan atmosfer (Li et al., 2022).
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Gambar 2. Sedimen Mangrove (Hoque et al., 2019)
Sedimen di daerah mangrove secara biologi berfungsi sebagai tempat hidup dan
tempat mencari makan bagi organisme hidup di daerah tersebut. Nutrisi dari sedimen
mangrove umumnya terbentuk oleh bahan organik yang terkandung di dalamnya.
Nitrat dan nitrit berperan penting bagi organisme di daerah kawasan hutan mangrove,
unsur hara ini berfungsi sebagai nutrient utama untuk menurunkan kestabilan
pertumbuhan mangrove, dimana unsur hara pada sedimen mangrove akan
terdistribusi oleh faktor lingkungan seperti dinamika arus, gelombang dan pasang
surut (Irham et al., 2018). Konsentrasi nutrisi tinggi dan karbon organik yang tinggi,
ditambah dengan laju pergantian mikroba yang tinggi dan kepadatan sedimen yang
rendah, membuat sulit bagi gas untuk berpindah. Hal ini menyebabkan peningkatan
kebutuhan oksigen biologis (BOD) di dalam lapisan sedimen bawah permukaan,
yang berakibat pada berkurangnya ketersediaan zat besi (Fe*). Keanekaragaman
lingkungan mangrove yang tinggi maka berkontribusi pada tingginya
keanekaragaman mikroba yang ada khususnya fungi sebagai sumber penting dalam
produk alami bioaktif. Investigasi senyawa bioaktif dari sedimen mangrove juga
dilakukan oleh Wihardini, (2022) dengan menghasilkan beberapa isolat fungi

sedimen mangrove dari Pesawaran, Lampung, Indonesia.
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Gambar 3. Fungi Sedimen Mangrove (Wihardini, 2022) (a) Rhizidium sp., (b)
Aspergillus sp.

2.3 Fungi Sedimen Mangrove

Sedimen mangrove mengandung banyak populasi mikroorganisme yang melimpah
dengan keanekaragaman yang tinggi. Karena sedimen dan tanah mewakili habitat
mikroorganisme yang paling kompleks di bumi. Fungi sedimen mangrove memiliki
banyak produk alami dengan struktur dan aktivitas farmakologis yang signifikan
(Dai et al., 2019). Salah satu contoh fungi yang ada pada sedimen mangrove ialah
Aspergillus sp. yang menghasilkan berbagai metabolit sekunder dengan kepentingan
farmakologi dan komersial yang tinggi. Selain itu mikroorganisme seperti fungi juga
berfungsi untuk mendegradasi atau menguraikan segala macam zat organik, seperti
selulosa, polisakarida, lemak, protein, asam organik, dan sebagainya (Amandan et
al., 2016). Fungi sedimen mangrove tumbuh di habitat dengan kondisi yang unik
dan sebab itu sering dikaitkan dengan aktivitas metabolisme dan sintesis senyawa
unik yang sebagian besar masih belum dieksplorasi. Beberapa hasil studi
menunjukkan bahwa senyawa yang dihasilkan dari fungi sedimen mangrove
berpotensi untuk diaplikasikan dalam dunia medis. Beberapa diantaranya memiliki
aktivitas biologis yang serupa dengan tumbuhan mangrove. Tabel berikut

menunjukkan potensi dari isolat sedimen mangrove.



Tabel 1. Potensi Senyawa Bioaktif Fungi Sedimen Mangrove

Isolat Fungi Golongan Aktivitas Referensi
senyawa biologis
Aspergillus Poliketida dan Aktivitas Caietal.,
sp. diketopiperazin antimikroba, 2021.
Penicillium Funicone Sifat He et al.,
pinophilum Antibakteri, 2019.
antibiofilm,
dan

antidiabetes

Mollisia sp. Poliketida dan Sifat antifungi, Cai et al.,
Metabolit antibakteri dan 2022.
terklorinasi antikanker

Alcaligenes Asam lemak Antifungi dan Pringgenies

faecalis dan turunannya antibakteri dan Setyati

2023.

Mikroba seperti fungi yang berasosiasi dengan sedimen mangrove berperan penting
dalam menguraikan bahan organik mangrove tersebut menjadi unsur hara sehingga
mangrove menjadi subur. Tumbuhan mangrove juga berperan penting dalam siklus
biogeokimia pada ekosistem mangrove dan sebagai pemasok mangrove. Sumber
energi bagi organisme, hewan dan tumbuhan. Sedimen mangrove berpasir yang
memiliki karakteristik yang lebih kasar diketahui memiliki jumlah fungi yang lebih

sedikit daripada sedimen dengan tekstur yang lebih halus (Simoes et al., 2015).

2.4 Senyawa Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang diproduksi oleh tanaman dalam
bentuk yang tidak sama antara satu spesies dengan yang lainnya. Metabolit sekunder
diproduksi sebagai bentuk pertahanan diri terhadap gangguan dari organisme lain

dan lingkungan (Yanqun et al., 2020). Mekanisme interaksi antara mangrove dengan
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fungi sedimen mangrove dalam memperoleh senyawa metabolit melibatkan
hubungan mutualisme dan saling menguntungkan diantara keduanya. Mangrove
menyediakan lingkungan yang stabil dan nutrisi yang diperlukan oleh fungi sedimen
mangrove. Fungi sedimen mangrove memproduksi senyawa metabolit yang serupa
dengan tumbuhan inang karena adanya berbagai mekanisme, termasuk transfer
genetik dan interaksi kimia dalam lingkungan yang sama.

Berdasarkan penelitian yang ada, terdapat banyak senyawa metabolit sekunder yang
telah ditemukan memiliki aktivitas biologis sebagai agen antifungi. Beberapa contoh
senyawa diantaranya seperti terpenoid, alkaloid, fenolat, polisakarida, saponin,
tannin, fenolik, flavonoid dan triterpenoid. Kelompok terpenoid yang memiliki
aktivitas antifungi seperti terpena, seskuiterpena, dan diterpena yang ditemukan
dalam minyak esensial tumbuhan telah terbukti memiliki aktivitas antifungi seperti
senyawa timol dari minyak esensial thyme memiliki sifat antifungi. Setiap senyawa
ini memiliki mekanisme aksi yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan fungi,
dan penggunaannya dapat bervariasi tergantung pada jenis fungi yang ingin diatasi.
Senyawa agen penghambat pertumbuhan fungi Malassezia sendiri sudah banyak
penelitian yang membuktikan bahwa kelompok senyawa seperti alkaloid, poliketida,
peptida, dan terpenoid dapat menghambat pertumbuhannya (Pintas dan Quave,
2019), metabolit sekunder yang dihasilkan oleh fungi sedimen mangrove juga dapat
menghambat pertumbuhan fungi patogen seperti metabolit yang dihasilkan oleh
fungi Aspergillus fumigatus memiliki senyawa yang tergolong ke dalam alkaloid
yaitu fumigatoside E dapat menghambat pertumbuhan fungi patogen yaitu F.
oxysporum sp. (Limbadri et al., 2018). Selain itu senyawa golongan peptida juga
telah dilaporkan memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan fungi patogen
yaitu Fusarium graminearum kemampuan antifungi tersebut dimiliki oleh senyawa
cyclo-(L-Leu-trans-4-OH-L-Pro-D-Leu-trans-4-OH-L-Pro) yang dihasilkan oleh
fungi Phomopsis sp. (Li et al., 2018).
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Gambar 4. Senyawa Antifungi dari Fungi Sedimen Mangrove (a)Senyawa
Golongan Alkaloid (Limbadri et al., 2018), (b) Senyawa Golongan
Peptida (Li et al., 2018).

2.5 SSF (Solid State Fermentation) dan Maserasi

Kultivasi merupakan proses budidaya atau pertumbuhan mikroba isolat dalam media
buatan di luar habitat aslinya secara aseptik. Kultivasi bertujuan untuk
meningkatkan jumlah mikroba dengan mengembangbiakan mikroba ke dalam media
budidaya dengan kondisi sedemikian rupa dalam laboratorium. Sehingga perlu
mempertimbangkan beberapa faktor seperti suhu, tingkat keasaman (pH), kadar

oksigen, serta tekanan yang sesuai dengan kondisi alaminya.

Metode SSF merupakan proses budidaya mikroorganisme seperti fungi maupun
bakteri yang tumbuh pada bahan padat sebagai sumber nutrisinya tanpa adanya
cairan bebas. Kultivasi dalam media padat telah terbukti dapat menambah nilai
produk berkelanjutan, selain itu metode ini termasuk teknologi yang sederhana
karena menggunakan sumber daya lokal seperti limbah kulit udang (Setiawan et al,
2021). Media yang biasa digunakan dalam metode SSF dapat menggunakan sumber
lainnya seperti media beras, kulit udang dan kedelai. 3 media tersebut akan
digunakan pada penelitian ini sebagai perbandingan metabolit yang dihasilkan
selama proses SSF. Metode SSF telah diterapkan untuk produksi metabolit sekunder
seperti antibiotik, antifungi, antioksidan serta antikanker untuk keperluan dalam

dunia kesehatan.
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Media beras memiliki kandungan protein dan karbohidrat serta nitrogen yang cukup
dominan. Berdasarkan penelitian Fitrah et al., (2011) media beras terbukti dengan
baik untuk pertumbuhan fungi dengan kerapatan spora dan viabilitas spora. Selain
itu terdapat beberapa penelitian yang menggunakan media kulit udang sebagai media
kultivasi SSF karena memiliki banyak protein serta mineral yang baik dalam
pertumbuhan fungi sehingga menghasilkan senyawa metabolit yang menyesuaikan
media pertumbuhannya. SSF pada kulit udang telah terbukti menghasilkan metabolit
sekunder yang aktif sebagai antifungi dan antibakteri (Setiawan et al, 2021).
Sedangkan media kedelai memiliki banyak kandungan protein sebagai sumber nutrisi
yang baik bagi isolat untuk tumbuh. Berdasarkan penelitian Yang et al., (2020)
media kedelai sebagai SSF bagi isolat yang berasal dari biota laut dapat
menghasilkan metabolit sekunder sebagai antiinflamasi dan antimikroba yang

berguna bagi dunia Kesehatan.

Pemisahan senyawa metabolit yang ada dalam fungi hasil kultivasi dapat dilakukan
dengan metode ekstraksi sederhana yaitu maserasi. Prinsip maserasi adalah pelarut
akan menarik senyawa metabolit sekunder berdasarkan sifat kepolarannya dalam
suatu pelarut (like dissolve like), dalam periode perendaman tertentu sehingga
senyawa yang diinginkan ikut larut dalam pelarut. Metode maserasi memiliki
keunggulan seperti cukup sederhana dibandingkan metode lainnya serta dapat
menghindari senyawa-senyawa yang bersifat termolabil mengalami kerusakan.
Setelah ekstraksi, bahan sisa harus dipisahkan dari pelarutnya dengan penuangan dan
penyaringan yang kemudian dapat dilakukan penguapan (Seidel, 2006). Pemilihan
prosedur ekstraksi untuk metabolit harus mempertimbangkan jumlah senyawa
metabolit yang diproduksi oleh mikroba sangat rendah, dan menghasilkan campuran
senyawa yang kompleks. Pelarut yang digunakan misalnya etil asetat (EtOAC),
metanol (MeOH), dan sebagainya untuk ekstraksi metabolit mikroorganisme (Seidel,
2006). Pada penelitian ini akan dilakukan proses ekstraksi dengan metode maserasi

menggunakan pelarut etil asetat (EtOAC).



2.6 Fungi Patogen Malassezia globosa

Salah satu jenis mikroba yang umum ditemukan dalam kulit manusia adalah
Malassezia globosa. Malassezia globosa adalah jenis fungi yang paling umum
ditemui pada kulit manusia, dan Sebagian besar dari kita memiliki fungi ini di kulit
kita. Beberapa spesies fungi ini bisa menjadi penyebab masalah kulit, seperti
ketombe dan dermatitis. Namun peran pasti M. globosa dalam penyakit kulit masih
belum sepenuhnya dipahami. Penyakit kulit seperti dermatitis seboroik diyakini
karena adanya aktivitas dari fungi M. globosa. Fungi ini memiliki peran dalam
memperburuk gejalanya. Dermatitis seboroik ditandai dengan pelepasan kulit
kepala, merah, dan gatal. Kerusakan pada lapisan kulit ini bisa terjadi infeksi yang
dapat memungkinkan zat berbahaya masuk ke dalam kulit dan menyebabkan
peradangan. M. globosa dapat memproduksi zat-zat yang merusak kulit, yang
mungkin memperburuk keadaan kulit. Namun, masih banyak yang perlu dipelajari
tentang bagaimana fungi ini berinteraksi dengan sistem kekebalan tubuh manusia,
baik dalam kondisi normal maupun saat penyakit datang (Florian et al., 2019).
Malassezia globosa adalah spesies dari fungi atau fungi yang termasuk dalam kelas
Malasseziomycetes dan ordo Malasseziales. Genus ini mencakup beberapa spesies
yang secara alami ditemukan pada kulit manusia dan hewan, serta dapat menjadi
penyebab berbagai masalah kulit. Berikut merupakan taksonomi dari spesies

Malassezia globosa.

Kerajaan : Fungi (Fungi)
Filum : Basisiomycota
Kelas : Malasseziales
Famili : Malasseziaceae
Genus : Malassezia

Spesies : Malassezia globosa

13
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Gambar 5. Morfologi dari Malassezia globosa (Widyastuti et al., 2022)

Genus Malassezia terdiri dari beberapa spesies, di antaranya termasuk Malassezia
furfur, Malassezia globosa, Malassezia restricta dan beberapa lainnya. Malassezia
adalah khamir lipofilik yang merupakan bagian dari flora normal kulit hewan.
Malassezia memiliki struktur morfologi dan fisiologi yang dapat dibedakan dari
kelompok cendawan yang lain. Secara mikroskopik, sel Malassezia berupa sel-sel
bulat, bertunas, berdinding tebal, hifanya berbatang pendek dan tidak lurus.
Malassezia sp. menghasilkan konidia yang sangat kecil (mikronidia) pada hifanya,
selain juga menghasilkan mikrokonidia besar dan berbentuk gelondong yang jauh
lebih besar dibandingkan mikrokonidianya. Pemeriksaan mikroskopik yang
menunjukkan adanya kombinasi pertumbuhan fase hifa dan khamir memperlihatkan
bentuk seperti spaghetti dan bola-bola bakso yang sebenarnya merupakan untaian
spora dan hifa yang saling bergabung satu sama lainnya (de Hoog et al., 2000).

Malassezia globosa merupakan salah satu fungi patogen yang bertanggung jawab
atas berbagai gangguan kulit seperti pityriasis versicolor, dermatitis atopic, dermatitis
seboroik, psoriasis, dan ketombe. M. globosa adalah salah satu fungi yang paling
umum menetap di area berlipid pada manusia, yang mana M. globosa mengeluarkan
berbagai enzim, seperti lipase, fosfolipase, dan aspartil protease melalui hidrolisis
dan asimilasi lipid eksogen untuk menjaga pertumbuhannya. Enzim tersebut diduga
terlibat dalam gangguan kulit dan dapat meningkatkan patogenitas Malassezia
globosa. Untuk itu diperlukannya pencarian senyawa bioaktif dari fungi sedimen

mangrove, beberapa penelitian telah membuktikan bahwa senyawa metabolit yang
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dihasilkan oleh fungi sedimen mangrove dapat menghambat pertumbuhan fungi
genus Malassezia (Pringgenies dan Setyati 2023).

2.7 Skrining Aktivitas Antifungi

Pengujian antifungi merupakan uji untuk menentukan besarnya kepekaan fungi
patogen terhadap senyawa antifungi dan dapat mengetahui kemampuan atau potensi
dari suatu senyawa dari isolat unggul dalam memberikan efek untuk menghambat
atau membunuh pertumbuhan fungi. Dalam beberapa penelitian pengaplikasian
metode difusi agar sangat sering digunakan dalam uji antifungi. Metode difusi
dilakukan dengan cara menyebarkan inokulum standar fungi pada permukaan agar
cawan. Kemudian ring ditanam di dalam agar lalu diisi larutan sampel dan
diinkubasi dengan keadaan dalam suhu ruang. Umumnya, agen antifungi akan
berdifusi ke dalam agar dan menghambat pertumbuhan fungi yang nantinya akan
membentuk zona hambat. Setelah proses inkubasi maka dapat diamati zona
penghambatan yang terbentuk. Parameter yang diukur adalah diameter zona hambat
yang terbentuk pada daerah di sekitar ring dalam satuan milimeter (Alawiyah dkk.,
2016).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Heravi et al., 2017) telah diuji 22
senyawa fenol untuk dilihat keefektifannya dalam menghentikan kerja enzim
tertentu yang berasal dari fungi patogen M. globosa. Kemampuan 22 senyawa
tersebut dalam menghentikan enzim fungi sangatlah baik. Penelitian tersebut
melibatkan berbagai macam interaksi kimia. Karena kemampuan senyawa-senyawa
ini dalam menghambat enzim fungi yang efektif, penelitian ini menunjukkan bahwa
senyawa fenol memiliki potensi dalam pengembangan antifungi yang baik. Selain
itu, beberapa kelompok senyawa juga memiliki sifat aktivitas antifungi yang kuat
seperti senyawa golongan azola, alkaloid, terpenoid, dan senyawa lainnya. Pada
metode difusi agar, suatu senyawa memiliki bioaktivitas sebagai antifungi terhadap
Malassezia globosa dikelompokkan kedalam golongan kuat apabila memiliki zona

bening lebih besar sama dengan 14mm (Vaczi, 2018).



16

Gambar 6. Skrining Aktivitas Antifungi dengan Metode Difusi Agar (Mussin et
al., 2019)

2.8 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan sebuah metode pemisahan yang
digunakan untuk menentukan identitas dan kemurnian suatu senyawa. KLT biasanya
dilakukan menggunakan lapis tipis adsorben (plat KLT). Parameter pada KLT yang
digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf (Retention factor) (Sherma, 2003).

_ Jarak yang ditempuh analit

~ Jarak yang ditempuh eluen

Teknik KLT merupakan teknik kromatografi sederhana yang sering digunakan dalam
tahapan identifikasi awal untuk melihat komponen komponen yang terdapat dalam
suatu sampel berdasarkan noda-noda yang muncul pada kromatogram. Fase diam
yang digunakan biasanya berupa alumina atau silika gel dan fase gerak berupa eluen.
Prinsip kerja KLT dimulai dengan diaplikasikannya sampel sebagai titik kecil pada
plat, kemudian ditempatkan dalam wadah yang mengandung eluen (fase gerak).
Eluen meresap naik melalui lapisan silika gel karena kapilaritas, membawa
komponen sampel bersamanya. Karena setiap komponen dalam campuran memiliki
afinitas yang berbeda terhadap adsorben dan pelarut eluen. Komponen yang terpisah
biasanya terlihat sebagai bintik-bintik yang dapat dilihat menggunakan sinar UV

pada panjang gelombag 254 nm (adanya ikatan rangkap terkonjugasi) sedangkan
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pada panjang gelombang 366 nm (adanya senyawa yang memiliki sifat fluoresensi
atau adanya gugus kromofor).

KLT termasuk teknik yang paling efektif dengan biaya murah untuk analisis sampel
tanpa perlu melakukan pembersihan sampel dari pengotor. Penelitian dalam bidang
kimia organik khususnya dalam isolasi bahan alam banyak memanfaatkan analisis
menggunakan KL T karena merupakan teknik yang sederhana dan cepat untuk
mengetahui komponen-komponen dalam suatu campuran ekstrak ataupun fraksi
(Bele and Khale, 2011). Beberapa senyawa yang didapatkan dari fungi sedimen
mangrove telah dilaporkan memiliki senyawa bioaktif sebagai antifungi. Salah
satunya telah didapatkan senyawa benzimidazole dengan golongan senyawa alkaloid
yang memiliki pola KLT pada Rf 0,3 menggunakan eluen n-heksana:DCM (10:1)
dengan variasi reagen serium sulfat dan Dragendorff (Setiawan et al., 2022).

Gambar 7. Pola KLT Senyawa Benzimidazol dengan eluen n-heksana:DCM (10:1)
(Setiawan et al., 2022).

2.9 Karakterisasi Senyawa

Karakterisasi senyawa bertujuan untuk melihat komponen struktur secara mendalam
dari senyawa yang terkandung di dalam ekstrak. Adapun instrumen karakterisasi
yang akan digunakan pada penelitian ini yaitu Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dan Fourier Transform Infrared
(FTIR).
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2.9.1 Liquid Chromatography — Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-
MS/MS)

LC-MS/MS adalah Teknik analisis yang sangat sensitif yang memungkinkan untuk
mendeteksi metabolit dengan berbagai jenis senyawa kimia dan massa molekulnya.
Kromatografi ini menggunakan fase diam terbalik, yang paling umum digunakan dan
memisahkan molekul berdasarkan sifat-sifat hidrofobiknya. Sehingga molekul-
molekul yang kurang bersifat polar akan berinteraksi lebih kuat dengan kolom dan
terpisah dengan baik. Saat ini hubungan antara sistem LC (Liquid Chromatography)
dan instrumen MS (Mass Spectrometry) terus ditingkatkan, sumber ionisasi
electrospray sekarang lebih baik dalam menyesuaikan diri dengan aliran yang sangat
cepat yang digunakan dalam kromatografi tekanan ultra tinggi. Instrument LC-
MS/MS dikenal sebagai instrumen analisis kombinasi dari kromatografi cair sebagai
pemisah komponen-komponen analit dalam sampel, dengan spektrometri massa
sebagai detektor.

Prinsip kerja LC-MS/MS diawali dengan sampel yang diinjeksikan ke dalam sistem
kromatografi cair, molekul-molekul dalam sampel dipisahkan berdasarkan interaksi
sampel dengan kolom kromatografi yang mengandung fase diam dan fase gerak.
Setelah dipisahkan, molekul-molekul tersebut akan masuk kedalam sumber ionisasi,
seperti electrospray ionization (ESI), yang mengubah molekul menjadi ion
bermuatan. lon-ion ini kemudian akan diarahkan ke dalam spektrometer massa
pertama untuk dipisahkan berdasarkan rasio massa terhadap muatan (m/z). lon-ion
tersebut kemudian dipecahkan menjadi fragmen-fragmen lebih kecil melalui proses
yang disebut fragmentasi menggunakan tabrakan dengan gas inert. Fragmen-
fragmen tersebut kemudian dianalisis oleh spektrometer massa kedua yang
menghasilkan spektrum massa fragmen yang unik untuk setiap molekul-molekul
dalam sampel dengan presisi tinggi. Terdapat 3 tahapan yang digunakan dalam
teknik ini diawali dengan mengambil sampel, memisahkan zat dalam sampel
menggunakan kromatografi, dan mendeteksi zat-zat tersebut menggunakan MS.
Electro-Spray dan lon Spray (IS) bekerja dengan cara eluen kromatografi cair
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disemprotkan bersamaan dengan gas nebulizer ke dalam bidang elektrostatik pada
tekanan atmosfer yang akan menyebabkan disosiasi lebih lanjut molekul analit. Pada
saat bersamaan gas yang dipanaskan menyebabkan menguapnya pelarut sehingga
tetesan analit menyusut, konsentrasi muatan dalam tetesan meningkat. Keadaan akan
memaksa ion-ion untuk bermuatan melebihi kekuatan kohesif atau ion dikeluarkan
ke dalam fase gas. lon-ion yang tertarik akan melewati pipa kapiler pengambilan
sampel yang selanjutnya akan diteruskan ke dalam mass analysers (Harmita dkk.,
2019).

Spektrometri massa kromatografi cair merupakan metode analisis untuk
mengidentifikasi senyawa yang tidak diketahui, senyawa yang diketahui, dan untuk
menjelaskan strukturnya, namun pemisahan metabolit bergantung pada kolom
kromatografi yang digunakan, deteksi dibatasi oleh kemampuan ionisasi analit, dan
elusidasi molekul memiliki beberapa batasan yang melekat, seperti resolusi isomer
(Farag et al., 2012).

Investigasi senyawa menggunakan LC-MS/MS juga dilakukan pada fungi sedimen
mangrove dari Pesawaran, Lampung, Indonesia oleh Wihardini, (2022). Analisis
senyawa alkaloid terdeteksi pada waktu retensi 9.85 menit dengan kerangka dasar

triazin dan rumus formula C17H33NgO seperti yang terlihat pada gambar berikut

Intensity (%)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 €.00 aoo 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00

Retention Time (min)

Gambar 8. Kromatogram lon Total Fraksi Fungi Sedimen Mangrove
(Wihardani, 2022)
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2.9.2 Fourier Transform Infrared (FTIR)

Instrumen FTIR (Fourier Transform Infrared) adalah alat analisis spektroskopi yang
digunakan untuk mengetahui interaksi antara molekul-molekul dalam sampel dengan
berdasarkan pada cahaya inframerah yang dipancarkan atau dipantulkan oleh sampel.
Prinsip kerja dari FTIR dengan mengirimkan cahaya inframerah melalui sampel yang
akan dianalisis. Ketika cahaya ini berinteraksi dengan molekul dalam sampel, terjadi
dua hal: Penyerapan terjadi Ketika molekul menyerap cahaya inframerah pada
Panjang gelombang yang sesuai dengan perubahan getaran dalam ikatan kimia
sampel. Cahaya inframerah yang dipantulkan kembali dari sampel | juga dapat
diukur. Setelah melewati sampel, cahaya infra merah masuk ke interferometer.
Dalam proses ini cahaya akan dibagi menjadi dua lintasan dengan salah satu lintasan
melakukan perjalanan tambahan. Kedua lintasan tersebut akan digabungkan kembali
dan perubahan fase antara keduanya dicatat. Informasi ini kemudian diolah melalui
Transformasi Fourier untuk menghasilkan spektrum inframerah. Spektrum tersebut
berisi tentang bagaimana molekul dalam sampel berinteraksi dengan cahaya
inframerah pada berbagai Panjang gelombang. Kemudian data tersebut akan
dianalisis oleh perangkat lunak komputer untuk mengidentifikasi senyawa kimia.
Menganalisis konsentrasi bahan dalam sampel, dan memahami struktur molekul

dalam sampel tersebut.

Berdasarkan prinsip tersebut FTIR merupakan salah satu metode analisis yang paling
penting dalam penentuan struktur senyawa berdasarkan gugus fungsinya. Jenis
analisis ini dapat digunakan untuk mengkarakterisasi sampel dalam bentuk cairan,
larutan, pasta, bubuk, film, serat, dan gas. Spektrum inframerah-tengah paling sering
digunakan dalam analisis sampel, namun spektrum infra merah-jauh dan pendek juga
mampu memberikan informasi tentang sampel yang dianalisis (Nandiyanto et al.,
2019).

Pengukuran menggunakan FTIR juga dilakukan pada fungi sedimen mangrove dari

Pesawaran, Lampung, Indonesia oleh Wihardini, (2022). Dalam mengkonfirmasi



spektra massa dan formula senyawa pada kromatogram LC-MS/MS analisis FTIR

menunjukkan kesesuaian dengan data LC-MS/MS yang ada.
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Gambar 9. Spektrum FTIR Fungi Sedimen Mangrove 21RSM1 (Wihardini, 2022)

2.10 Hasil Peneliti Sebelumnya

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh (Wihardini, 2022) hasil isolasi dari

isolat fungi yang dilakukan menunjukkan aktivitas yang cukup signifikan sebagai

antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa

dari hasil ekstrak ko-kultivasi 21RSM1. Dengan hasil senyawa dari isolat fungi

menunjukkan adanya komponen utama formula molekul C1gH3402 berupa asam

oleat, dan adanya komponen senyawa alkaloid dengan struktur dasar triazine yang

diperoleh karakterisasi dari LC-MS/MS dan FTIR. Sehingga penulis akan

melakukan penelitian lebih lanjut untuk uji bioaktivitasnya sebagai antifungi karena

terdapat senyawa alkaloid.



I11.  METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2023-Maret 2024 di Laboratorium
Biomassa, Unit Pelaksana Teknis-Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi (UPT-LTSIT), Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari Erlenmeyer, gelas ukur,
alat pelindung diri (jas laboratorium, sarung tangan, dan masker), pipet tetes, gelas
beaker, kaca preparat, coverslip, cawan petri, blender, kasa gulung, kapas, chamber,
plastik wrap, plastic tahan panas, tisu, pinset, jarum ose, labu evap, bunsen, korek
api, magnetic stirrer, spatula, mikropipet 100 puL dan 1000 uL, tip mikropipet, wadah
tip, spidol, lidi, autoklaf Tomy SX-700, lampu UV A 254 nm, rotary evaporator
Buchi/R210, lampu UV Kohler/SN402006, sentrifugator, neraca analitik Wiggen
Houser, Laminar Air Flow (LAF) ESCO/AVC4A1, mikroskop Axio Zeiss Al, LC-
MS/MS, dan FTIR.

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari limbah kulit udang,
beras, kedelai, PDA (Potato Dextrose Agar), PDB (Potato Dextrose Broth), agar-
agar plain, isolat fungi sedimen mangrove, air laut buatan, akuades, metanol, etil
asetat, n-Heksana, diklorometana, silika gel, alkohol, pereaksi serium sulfat, pereaksi

Dragendorff, pereaksi ninhidrin, dan ketokonazol.
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3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Peremajaan Isolat Fungi dari Sedimen Mangrove

Isolat sedimen mangrove yang menjadi bahan penelitian merupakan isolat yang
sebelumnya sudah diisolasi oleh Wihardini (2022). Isolat tersebut diperoleh dari
sedimen mangrove di Pantai Dewi Mandapa dan kawasan wisata mangrove Desa
Gerbang, Pesawaran, Lampung. Isolat tersebut diantaranya 21RSM1, 21RSM2, dan
21RSM5. Peremajaan isolat dilakukan dengan keadaan steril dalam Laminar Air
Flow (LAF) yang sebelumnya sudah disterilkan. Peremajaan isolat diawali dengan
menuang media Potato Dextrose Agar (PDA) ke dalam cawan petri plastik dengan
keadaan Bunsen menyala selama meremajakan guna mengurangi kontaminasi
dengan mikroba di udara. Selama menunggu media memadat disinari dengan UV
selama kurang lebih 20 menit. Selanjutnya dipindahkan sebanyak 2-3 ose isolat
fungi sedimen. Ditutup cawan petri, dilapisi dengan plastic wrap lalu dilapisi kertas,
dan diberi penamaan untuk selanjutnya diinkubasi selama 4 hari.

3.3.2 Identifikasi Mikroskopis Fungi Sedimen Mangrove

Setiap isolat yang sudah diremajakan diidentifikasi secara mikroskopis menggunakan
metode coverslip slide culture merujuk dari Setiawan et al, (2021) dengan beberapa
modifikasi. Coverslip ditanamkan dalam media PDA dengan kemiringan sudut 45°.
Fungi kemudian digores berdekatan dengan coverslip dan diinkubasi selama 4 hari.
Fungi yang sudah menempel pada coverslip diambil dan diletakkan pada kaca
preparat lalu diamati dibawah mikroskop Axio Zeiss Al dengan perbesaran 100x dan
400x.

3.3.3 Kultivasi dan Ekstraksi

Ketiga isolat fungi sedimen mangrove yang telah diidentifikasi secara makro dan
mikro selanjutnya diikultivasi untuk mendapatkan ekstrak kasar (crude)

menggunakan metode SSF (solid state fermentation) yang merujuk metode dari



24

Setiawan et al., (2021) dengan beberapa modifikasi. Isolat fungi sedimen mangrove
ditumbuhkan pada media inokulum cair PDB 50 mL dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 7 hari. Inokulum yang telah tumbuh kemudian dipindahkan kedalam
Erlenmeyer 2000 mL yang berisi 200 gram kulit udang, beras, dan kedelai dalam
keadaan steril untuk kemudian diinkubasi selama 14 hari pada suhu ruang. Untuk
mendapatkan senyawa bioaktif dari fungi yang sudah dikultivasi perlu dilakukan
proses ekstraksi menggunakan metode maserasi. Fungi hasil kultur pada masing-
masing media dimaserasi menggunakan pelarut etil asetat (EtOACc) selama 24 jam
dan 3 kali pengulangan. Kemudian maserat disaring dan dipekatkan menggunakan
rotary evaporator hingga dihasilkan ekstrak kasar.

3.3.4 Skrining Aktivitas Antifungi Terhadap Malassezia globosa

Ekstrak kasar dari masing-masing isolat dan media kultivasinya ditimbang bobotnya.
Masing-masing sampel disiapkan larutan stok dengan konsentrasi 10 mg/mL dalam
metanol 12.5% untuk skrining aktivitas antifungi terhadap Malassezia globosa.
Fungi Malassezia globosa merupakan deposit yang tersedia di UPT-LTSIT
Universitas Lampung. Skrining aktivitas antifungi dilakukan dengan metode difusi
agar ring. Larutan stok ekstrak fungi yang sudah disiapkan, dibuat dengan
konsentrasi 10 mg/mL beserta kontrol positif (ketokonazole) dan kontrol negatif
(Metanol 12.5%). Suspensi fungi Malassezia globosa diambil sebanyak 100 puL
dengan menggunakan mikropipet lalu disebar merata pada media PDA 20 mL (dalam
keadaan cair). Setelah merata media PDA dituang ke dalam cawan petri, setelah
media menjadi padat ditanamkan ring dalam cawan berisi media tersebut. Ekstrak
yang telah disiapkan kemudian diteteskan pada ring tersebut sebanyak 50 uL beserta
kontrol positif dan kontrol negatif. Cawan kemudian ditutup rapat dengan plastik
wrap dan diinkubasi selama 24 hingga 48 jam pada suhu ruang. Setelah proses
inkubasi, sampel dapat dilakukan analisis kemampuan menghambat pertumbuhan
Malassezia globosa melalui pengukuran zona bening yang terbentuk di sekitar ring

dengan menggunakan jangka sorong.
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3.3.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak kasar yang paling unggul dalam menghambat pertumbuhan Malassezia
globosa, selanjutnya akan dilakukan pemisahan komponen senyawa melalui KLT
(Kromatografi Lapis Tipis). Menggunakan plat silika sebagai fase diam dan eluen
sebagai fase gerak. Ekstrak kasar ditotolkan sedikit pada plat dan dielusi
menggunakan beberapa perbandingan eluen seperti n-Heksana 100%, n-Heksana:etil
asetat (9:1, 8:2 dan 7:3) untuk melihat pola pemisahan terbaik. Plat divisualisasi
dibawah sinar UV 254 nm dan direaksikan dengan beberapa reagen di antaranya
serium (IV) sulfat dan reagen spesifik Dragendorff (Setiawan et al., 2022).

3.3.6 Fraksinasi Kromatografi Kolom

Ekstrak kasar isolat unggul yang telah dilakukan analisis pemisahan komponen
senyawa dengan KLT akan dilakukan fraksinasi menggunakan kromatografi kolom.
Fraksinasi menggunakan silika gel sebagai fase diam dan eluen sebagai fase gerak.
Penggunaan eluen diperlukan beberapa jenis dan perbandingan eluen yang sesuai
untuk dapat pemisahan senyawa yang lebih baik. Hasil fraksinasi kemudian
dilakukan analisis KLT menggunakan eluen yang sesuai. Fraksi yang memiliki nilai
Rf yang sama dapat digabungkan. Selanjutnya dari masing-masing fraksi yang diuji
aktivitas antifunginya terhadap Malassezia globosa untuk mengetahui fraksi yang
aktif. Fraksi dengan aktivitas tertinggi dapat dimurnikan hingga muncul satu noda
pada plat KLT. Sampel dengan satu noda pada plat KLT yang telah diperoleh dapat
dikarakterisasi untuk mengetahui senyawa tersebut (Sudding et al., 2021).

3.3.7 Karakterisasi Senyawa

Sampel yang diperkirakan sudah murni dengan ditandai munculnya satu noda yang
tidak berekor pada KLT. Sampel selanjutnya dikarakterisasi menggunakan instrumen
Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) di Pusat Laboratorium
Forensik Bogor dan Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR) di Institut

Teknologi Bandung.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan pembahasan hasil dari penelitian yang dilakukan maka dapat

disimpulkan bahwa:

1. Telah diperoleh senyawa bioaktif dari isolat fungi 21RSM2 serta media
kultivasi kulit udang yang optimum sebagai antifungi, secara mikroskopis
isolat fungi termasuk ke dalam genus Aspergillus.

2. Hasil uji bioaktivitas antifungi senyawa dari fungi 21RSM2 digolongkan
kedalam kategori kuat dalam menghambat pertumbuhan fungi Malassezia
globosa karena memiliki zona hambat lebih besar atau sama dengan 14 mm
pada konsentrasi 10 mg/mL.

3. Hasil karakterisasi senyawa bioaktif menggunakan LC-MS/MS dan FTIR
yang diperkirakan senyawa golongan peptida dengan struktur dasar imidazol
yang memiliki formula molekul C20H33sNsO7 pada waktu retensi 14.71 menit

dan base peak 469.2370 m/z.

5.2 Saran

Dari penelitian yang telah dilakukan, saran yang diberikan untuk penelitian
selanjutnya adalah untuk uji toksisitas guna mendapatkan lead compound antifungi
yang dapat diaplikasikan dalam dunia kesehatan, serta pemurnian senyawa lebih

lanjut untuk dapat dikarakterisasi menggunakan instrumen NMR.
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