AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAN ANTIKANKER KITOSAN DAN
SENYAWA METABOLIT SEKUNDER FUNGI DARI ISOLAT 19A15-RF
MENGGUNAKAN METODE FERMENTASI

(Tesis)

Oleh

LARASATI GADIS ERMADI
NPM 2327011003

PROGRAM STUDI MAGISTER KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAN ANTIKANKER KITOSAN DAN
SENYAWA METABOLIT SEKUNDER FUNGI DARI ISOLAT 19A15-RF
MENGGUNAKAN METODE FERMENTASI
Oleh

LARASATI GADIS ERMADI

Tesis

Sebagai Salah Satu Syarat untuk Mencapai Gelar
MAGISTER SAINS

Pada

Jurusan Kimia
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

PROGRAM STUDI MAGISTER KIMIA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
UNIVERSITAS LAMPUNG
BANDAR LAMPUNG
2025



ABSTRAK

AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAN ANTIKANKER KITOSAN DAN
SENYAWA METABOLIT SEKUNDER FUNGI DARI ISOLAT 19A15-RF
MENGGUNAKAN METODE FERMENTASI

Oleh

LARASATI GADIS ERMADI

Produksi kitosan dari limbah krustasea menghadapi tantangan keberlanjutan dan isu
lingkungan, sehingga diperlukan sumber alternatif yang lebih ramah lingkungan. Fungi
laut, terutama mikroba yang berasosiasi dengan sponge, berpotensi sebagai penghasil
kitosan dan metabolit bioaktif. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi
isolat unggul 19A15-RF, jenis Aspergillus ochraceus asal perairan Gorontalo,
Indonesia, dalam menghasilkan kitosan dan senyawa metabolit sekunder melalui dua
metode fermentasi: terendam/ Submerged Fermentation (SmF) dan padat/Solid-State
Fermentation (SSF). Produk hasil fermentasi dikarakterisasi menggunakan Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS), serta divalidasi secara kualitatif melalui analisis
Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Uji aktivitas antibakteri dilakukan terhadap
Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa menggunakan metode difusi
agar, sementara uji aktivitas antikanker terhadap sel A549 (kanker paru-paru), HeLa
(kanker serviks), dan MCF-7 (kanker payudara) dilakukan dengan metode Methyl
Thiazolyl Tetrazolium (MTT). Rendemen kitosan yang diperoleh sebesar 75,25%
(SmF) dan 75,21% (SSF). Pada uji antibakteri, kitosan SmF menghasilkan zona hambat
sebesar 17 mm terhadap S. aureus dan 10 mm terhadap P. aeruginosa, sedangkan
kitosan SSF masing-masing sebesar 13 mm dan 8 mm. Aktivitas antikanker tertinggi
terlihat pada metabolit yaitu hasil SSF yang mengandung B-sitosterol-D-glukosida
terhadap sel kanker MCF-7 (55,99%), sedangkan kitosan yaitu hasil SmF lebih aktif
terhadap sel A549 (21%) dan HeLa (18%). Kebaruan penelitian ini terletak pada
eksplorasi isolat laut 19A15-RF sebagai sumber kitosan dan metabolit bioaktif yang
berpotensi sebagai agen antibakteri dan antikanker. Temuan ini membuka peluang
pemanfaatan biodiversitas laut Indonesia untuk pengembangan bahan bioaktif yang
berkelanjutan.

Kata kunci: Kitosan fungi, metabolit sekunder, fermentasi, antibakteri, antikanker



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL AND ANTICANCER ACTIVITY OF CHITOSAN AND
FUNGAL SECONDARY METABOLITE COMPOUNDS FROM 19A15-RF
ISOLATES USING FERMENTATION METHOD

By
LARASATI GADIS ERMADI

Chitosan production from crustacean waste faces sustainability and environmental
challenges, making alternative, more eco-friendly sources necessary. Marine fungi,
particularly sponge-associated microbes, have the potential to produce both chitosan
and bioactive metabolites. This study aims to explore the potential of the superior
isolate 19A15-RF, a strain of Aspergillus ochraceus originating from the waters of
Gorontalo, Indonesia, in producing chitosan and secondary metabolite compounds
through two fermentation methods: submerged fermentation (SmF) and solid-state
fermentation (SSF). The fermented products were characterized using Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Liquid Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS), and qualitatively validated through Thin Layer
Chromatography (TLC) analysis. Antibacterial activity tests were performed against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa using the agar diffusion method,
while anticancer activity was tested on A549 (lung cancer), HeLa (cervical cancer),
and MCF-7 (breast cancer) cell lines using the Methyl Thiazolyl Tetrazolium (MTT)
assay. The chitosan yields obtained were 75.25% (SmF) and 75.21% (SSF). In the
antibacterial tests, SmF-derived chitosan produced inhibition zones of 17 mm against
S. aureus and 10 mm against P. aeruginosa, while SSF-derived chitosan produced
zones of 13 mm and 8 mm, respectively. The highest anticancer activity was observed
in the SSF-derived metabolite containing B-sitosterol-D-glucoside, which showed
55.99% inhibition against MCF-7 cells. Meanwhile, SmF-derived chitosan showed
greater activity against A549 (21%) and HeLa (18%) cells. The novelty of this research
lies in the exploration of marine isolate 19A15-RF as a source of chitosan and bioactive
metabolites with potential antibacterial and anticancer properties. These findings open
new opportunities for utilizing Indonesia’s marine biodiversity in the sustainable
development of bioactive materials.

Keywords: Chitosan fungi, secondary metabolites, fermentation, antibacterial,
anticancer
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kitosan, komponen turunan dari kitin, telah menarik perhatian besar di pasar global
karena aplikasinya yang beragam. Kitosan dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti
eksoskeleton krustasea (udang dan kepiting), serangga, serta fungi (Pellis et al., 2022).
Aplikasi kitosan di berbagai industri telah mengalami pertumbuhan yang signifikan,
dengan nilai pasar mencapai sekitar USD 11,97 miliar pada tahun 2023. Diperkirakan,
nilai ini akan terus meningkat dengan tingkat pertumbuhan tahunan gabungan
(Compound Annual Growth Rate/CAGR) sebesar 20,9% dari tahun 2024 hingga 2032.
Salah satu faktor utama yang mendorong peningkatan penggunaan kitosan adalah
sifatnya yang biokompatibel dan biodegradable. Kitosan telah terbukti memiliki
aktivitas antibakteri dan aktivitas antikanker (Ke et al., 2021). Aktivitas kitosan ini
dapat dipengaruhi oleh derajat deasetilasi (DD) dan berat molekulnya (Rezaei & Hama,
2024).

Produksi kitosan telah berkembang secara signifikan dari berbagai sumber, termasuk
limbah industri makanan seperti cangkang kepiting dan udang, serangga, dan fungi.
Berdasarkan penelitian sebelumnya, kitosan yang diperoleh dari fungi (kitosan fungi)
memiliki keunggulan yang signifikan dibandingkan dengan kitosan yang berasal dari
krustasea. Keunggulan kitosan fungi adalah ketersediaannya yang selalu ada sepanjang
tahun, bebas dari kontaminasi logam berat seperti nikel dan tembaga, serta kemampuan
menghasilkan produk dengan karakteristik yang konsisten (Huq et al., 2022). Selain
itu, proses produksi kitosan dari fungi lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan
proses produksi dari krustasea, yang memerlukan penggunaan larutan asam dan basa

kuat untuk demineralisasi dan deproteinasi (Crognale et al., 2022).



Kitosan yang dihasilkan oleh fungi melalui proses fermentasi merupakan senyawa
metabolit primer utama. Namun, selain menghasilkan metabolit primer, fungi juga
dikenal sebagai sumber yang kaya akan senyawa metabolit sekunder. Senyawa
metabolit sekunder dari fungi memiliki potensi yang sebanding dengan kitosan, seperti
sifat antibakteri dan antikanker (Devia et al., 2020). Umumnya, senyawa metabolit
sekunder ini diproduksi oleh endofit fungi. Dalam hubungan simbiosis mutualistiknya,
endofit menerima nutrisi dan perlindungan dari tanaman inang, maka sebagai
balasannya, endofit mensintesis metabolit sekunder bioaktif yang tidak hanya
meningkatkan pertumbuhan tanaman inang, tetapi juga melindunginya dari patogen
dan herbivora. Oleh karena itu, senyawa metabolit sekunder memiliki potensi besar
untuk dimanfaatkan sebagai agen antibakteri atau antikanker pada manusia (Hridoy et

al., 2022).

Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini akan dilakukan produksi kitosan dan
senyawa metabolit sekunder dari kultivasi isolat fungi 19A15-RF menggunakan
metode fermentasi terendam (Submerged Fermentation/SmF) dan fermentasi padat
(Solid-State Fermentation/SSF) dengan media Potato Dextrose Broth (PDB) dan beras.
Isolat 19A15-RF yang digunakan adalah jenis fungi Aspergillus ochraceus yang telah
diisolasi dari spons jenis Plakina jamaicensis di perairan Gorontalo, Indonesia,
khususnya di pesisir Oluhuta, Teluk Tomini (koordinat 0°25'11.9"N, 123°8'31.80"E).
Produk kitosan yang dihasilkan akan dikarakterisasi menggunakan Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
(LC-MS/MS), dan analisis kemurnian secara kualitatif akan dilakukan dengan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan fraksinasi menggunakan kolom kromatografi
untuk memvalidasi keberadaan kitosan dan senyawa metabolit sekunder. Selanjutnya,
Pengujian antibakteri akan dilakukan menggunakan metode difusi agar terhadap
patogen resisten seperti Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. Uji
antikanker akan dilakukan menggunakan teknik Methyl Thiazolyl Tetrazolium (MTT)
Assay dengan sel A549 (kanker paru-paru), HeLa (kanker serviks), dan MCF-7 (kanker
payudara).



1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini diharapkan akan mencapai tujuan berikut ini:
1. Mendapatkan kitosan dan metabolit sekunder dari isolat fungi 19A15-RF
(Aspergillus ochraceus) yang berasal dari spons perairan Gorontalo, Indonesia.
2. Mendapatkan data aktivitas kitosan dan metabolit sekunder sebagai senyawa

antibakteri dan antikanker.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang kitosan fungi dan
metabolit sekunder isolat 19A15-RF sebagai agen antibakteri dan antikanker yang

selanjutnya dapat dikembangkan dan diaplikasikan pada sektor industri farmasi.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Fungi

Fungi adalah organisme eukariotik yang secara morfologi terlihat seperti ragi/yeast
yang memiliki bentuk filamen tipis (hyphae) dengan panjang sekitar 2-10 um (Hiittner
et al., 2020). Fungi dilindungi oleh dinding sel yang kaku untuk mencegah masuknya
makro partikel sebagai sumber makanan. Sebagai gantinya, fungi menyerap mikro
molekul yang larut dari lingkungan tumbuh, yang kemudian proses di luar sel. Metode
penyerapan (absorbsi) ini meningkat seiring banyaknya miselium (kumpulan-
kumpulan hifa) di permukaan lingkungan hidup. Fungi memiliki dua bentuk utama
yaitu fungi multiseluler dengan struktur panjang dan tipis yang disebut hifa yang
membentuk jaringan (miselium), dan ragi/yeast yang bersifat sel tunggal berbentuk

bola kecil (Niskanen et al., 2023).

Hasil dari pertumbuhan filamen fungi ini didapatkan sekresi protein serta metabolit
primer dan metabolit sekunder yang memiliki manfaat yang dapat di aplikasikan dalam
berbagai macam industri (Corréa-Moreira et al., 2024). Metabolit yang dihasilkan dari
fungi dapat diaplikasikan pada kosmetik, biofuels, bahan bangunan, mengatasi limbah
air, dan juga pada industri makanan dan minuman. Komponen dalam fungi yang
memiliki kemampuan dalam mencegah dampak negatif dari hama dan meningkatkan
pertumbuhan sel fungi, membuat organisme fungi dapat diaplikasikan sebagai
biopestisida dan pupuk dalan industri agrikultur (Niskanen et al., 2023). Selain itu,
metabolit fungi yang dihasilkan juga dapat diaplikasikan pada industri farmasi seperti
antibiotik (penicillin), Senyawa bernama siklosporin, diproduksi oleh Tolypocladium
inflatum, serta lovastatin, obat untuk menurunkan kolesterol darah yang diproduksi

dari Aspergillus terreus (Corbu et al., 2023).



2.1.1 Dinding Sel pada Fungi

Dinding sel pada fungi yang terletak pada hyphae (hifa) memiliki fungsi dalam
melindungi dari bahaya lingkungan seperti tekanan osmotik, yang menyebabkan
pecahnya membran sel dan mengakibatkan mudahnya makromolekul berbahaya
memberi efek negatif dalam pertumbuhan sel dan bentuk morfologinya (Hasim &
Coleman, 2019). Dinding sel pada fungi adalah organel seluler yang kompleks yang
terdiri dari polisakarida (glukan dan kitin), dan glikoprotein (Gambar 1).

Glukan

Kitin

Gambear 1. [lustrasi skematis tentang fisiologi miselium pada berbagai ukuran. (A)
[ustrasi miselum yang terdiri dari kumpulan hifa. (B) Ilustrasi hifa. (C)
[ustrasi dinding sel fungi.

2.1.1.1. Glukan

Glukan adalah senyawa polisakarida, seperti B (1-3)-glukan, didalam dinding sel fungi
sebesar 40-50%. Namun, senyawa lain juga ditemukan pada beberapa fungi lain yaitu
seperti B (1,6)-, campuran B (1-3)- dan B (1-4)-, a(1-3)-, dan a(1-4)-glukan. Hampir
semua organisme fungi memiliki senyawa P(1-3)-glukan seperti Candida spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Exserohilum spp. Pada fungi
Saccharomyces cerevisiae terdapat B(1-3)-glukan dan B(1-6)-glukan, kemudian pada
fungi Saccharomyces cerevisiae adanya (1-6)-glukan dan o(1-4)-glukan, dan senyawa

a (1-3)-glukan pada Gossypium hirsutum (cotton) (Zhao et al., 2023).



2.1.1.2. Kitin

Fungi memiliki jalur biosintetik yang bisa dilihat pada Gambar 3. Biosintetik ini
menggunakan glukosa dan karbohidrat penyimpanannya, seperti trehalosa dan
glikogen, sebagai prekursor. Jalur biosintesis kitin terbagi menjadi tiga kelompok
reaksi. Kelompok pertama menghasilkan N-acetylglucosamine (GIcNAc), kelompok
kedua menghasilkan uridine-5'-diphospho-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc)
melalui modifikasi jalur Leloir (jalur utama metabolisme galaktosa), dan kelompok
ketiga membentuk polimer dengan menggunakan UDP-GIcNAc sebagai donor
GlcNAc untuk pertumbuhan rantai kitin (Crognale ef al., 2022). Kitin adalah senyawa
polimer yang terdiri dari B 1,4-N-acetylglucosamine. Kitin termasuk kedalam
komponen dinding sel fungi sebesar 10-20% (Hasim & Coleman, 2019). Kitin
disintesis dari n-asetil glukosamin oleh enzim kitinase, yang kemudian menghasilkan
polimer kitin di bagian ekstraseluler, berdekatan dengan membran sitoplasma. Kitin
memiliki fungi tertentu dalam fungi seperti untuk morfogenesis fungi, pembelahan sel,

dan integritas dinding sel (Brauer ef al., 2023) .
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Gambar 2. Struktur kitin



- (CTushatos
ATP

2 - ADP

Glukosa-1-P Glukosa-6-P

4
5

Glut Gln

[ D-Glukosamin-6-P ]

6
Asetil-CoA
. CoA-SH

Fruktosa-6-P

7

[ N-Asetilglukosamin-6-P ]

8
[ N-Asetilglukosamin-1-P ]
UTP
9
—— Pyrophosphate

uDP Asam Asetat

Gambar 3. Jalur biosintesis kitin dan kitosan (Crognale et al., 2022).
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Penomoran pada Gambar 2 telah ditetapkan untuk enzim yang mengkatalisis setiap
reaksi: 1, trehalase; 2, glikogen fosforilase; 3, fosfoglukomutase; 4, heksokinase; 5,
glukosa-6-fosfat isomerase; 6, glutamin-fruktosa-6-fosfat amidotransferase; 7,
glukosamin-6-fosfat N-asetiltransferase; 8, N-acetylglucosamine-phosphate mutase; 9,
pirofosforilase UDP-N-asetilglukosamin; 10, kitin sintase dan 11, kitin deasetilase.
Singkatan yang digunakan adalah sebagai berikut: asetil KoA, asetil koenzim A; ADP,
adenosine diphos phate; CoASH, koenzim A; Gln, L-glutamin; Glu, L-glutamat; UDP,
uridin difosfat; UTP, uridin trifosfat (Crognale et al., 2022).

2.1.1.3. Glikoprotein

Komposisi protein dalam fungi dapat mencakup sebesar 20-30% pada dinding sel.
Biasanya, protein membentuk glikoprotein dengan mengikat karbohidrat melalui
ikatan O atau N. Secara fungsional, protein dinding sel memiliki peran pada menjaga

bentuk sel, proses adhesi, melindungi sel dari berbagai zat, menyerap molekul, serta



berkontribusi dalam sintesis dan reorganisasi komponen dinding sel (Garcia-Rubio et

al., 2020).

2.2 Kultivasi Fungi

Fungi dapat dilakukan melalui dua fermentasi yang berbeda, yaitu submerged
fermentation (SmF) dan solid-state fermentation (SSF), dengan menggunakan media
Potato Dextrose Broth (PDB) dan beras (raw rice grain). PDB adalah media yang kaya
nutrisi yang umumnya digunakan dalam fermentasi fungi. Media ini mengandung
kentang dan dextrose yang menyediakan sumber karbohidrat, asam amino, dan vitamin
yang mendukung pertumbuhan dan aktivitas metabolisme jamur (Al-Sharnouby & Abd
Elfatah, 2022).

Keunggulan teknik SmF di antaranya ialah kemudahan mengontrol parameter kultivasi
(suhu, oksigen, pH, massa, kadar air), memiliki kemampuan transfer skala yang lebih
tinggi, serta pemerolehan biomassa secara langsung dari media pertumbuhan (Chisty
et al., 2020). Selain itu, teknik SmF menghasilkan substrat padat yang homogen
sehingga memungkinkan komposisi medium, oksigen, dan nutrisi dapat terkontrol
dengan lebih baik. Teknik SmF lebih sederhana karena difusi mikroorganisme lebih
baik dan proses fermentasi lebih cepat (Huq et al., 2022). Fermentasi fungi secara
langsung dengan teknikSmFdapat terjadi lebih cepat, namun jumlah biomassa yang
dihasilkan lebih besar pada SSF dari pada SmF, sehingga produksi kitosan dengan SSF
akan lebih tinggi (Irbe et al., 2023).

SSF mendapat banyak perhatian dari para ilmuwan dan bisnis di seluruh dunia dalam
beberapa tahun terakhir (Aisah et al., 2023), karena keunggulannya dalam pengelolaan
limbah padat, konservasi energi biomassa, dan penerapannya pada barang bernilai
tinggi. Teknik SSF dianggap sebagai metode daur ulang limbah yang potensial dengan
menggunakan limbah padat sebagai substrat pertumbuhan mikroorganisme untuk
mengubahnya menjadi produk bernilai tambah. SSF memungkinkan mikroba untuk

tumbuh di lingkungan yang sedikit air atau anhidrat. SSF menyerupai lingkungan alami



sebagian besar mikroorganisme, terutama fungi dan kapang. SSF tahan terhadap
kontaminasi bakteri dan dapat meningkatkan efisiensi enzimatik berbagai enzim
(Chilakamarry et al., 2022). Penelitian ini berfokus pada pemanfaatan teknik SSF

untuk produksi miselium fungi guna penggunaannya dalam produksi kitosan.

Selain teknik kultivasi, media fermentasi berperan penting dalam mempengaruhi
pertumbuhan biomassa fungi. Korelasi antara media dan produksi biomassa fungi
dipengaruhi oleh faktor-faktor seperti komposisi nutrisi, suhu, waktu, sterilisasi, dan
strain fungi spesifik yang digunakan (Kumar et al., 2021). Mengoptimalkan faktor-
faktor tersebut pada media tertentu dapat meningkatkan pertumbuhan fungi dan

produksi biomassa.

Pemilihan media secara signifikan dapat mempengaruhi hasil biomassa fungi secara
keseluruhan, yang pada gilirannya mempengaruhi efisiensi proses fermentasi. Salah
satu faktor kunci yang mempengaruhi pertumbuhan biomassa fungi adalah
ketersediaan nutrisi dalam media fermentasi. Nutrisi seperti sumber karbohidrat,
vitamin, dan mineral sangat penting untuk pertumbuhan dan perkembangan fungi.
Misalnya, Aspergillus niger, strain fungi yang umum digunakan dalam proses
fermentasi industri, membutuhkan karbohidrat kompleks seperti selulosa untuk
pertumbuhan optimal (Iram et al., 2022). Beras kaya akan karbohidrat dan protein.
Menurut database United States Department of Agriculture (USDA), mikronutrien
tersebut mengandung protein, karbohidrat, vitamin dan mineral, dan antioksidan
(USDA, 2019). Produksi fungi dapat dicapai dengan menggunakan beras yang tersedia

secara luas tanpa menambah nutrisi lain dalam kondisi SSF (Lee et al., 2020).

2.3 Kitosan

Kitosan adalah senyawa polimer dari hasil deasetilasi senyawa kitin dengan susunan [3-
(1-4)-N-asetil-D-glukosamin menjadi unit-unit B-(1-4)-2-amino-D-glukosa (Gambar
4) (Li et al., 2020). Kitin, sebagai prekursor kitosan, terdapat dalam eksoskeleton

krustasea, molluska, dan serangga. Meskipun kebanyakan kitosan berasal dari sisa-sisa
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industri makanan seperti cangkang kepiting dan udang, kini tersedia juga dari sumber
lain seperti serangga dan fungi (jamur) (Pellis et al., 2022). Kitosan dalam fungi dapat
ditemukan dalam beragam kelas, seperti Ascomycetes, Basidiomycetes, dan
Zygomycetes. Kelas Zygomycetes diketahui mengandung kitosan pada dinding selnya,
seperti pada Absidia spp., Gongronella spp., Rhizopus spp., dan Aspergillus spp. (Abo
Elsoud et al., 2023). Keuntungan produksi kitosan dari fungi dibandingkan dari sumber
krustasea sangat banyak. Kitosan fungi merupakan bahan baku yang tersedia sepanjang
tahun, bebas dari logam berat seperti nikel dan tembaga, serta menghasilkan produk
dengan karakteristik yang konsisten (Huq et al., 2022). Selain itu, kitosan fungi
cenderung lebih ramah lingkungan dibandingkan dengan ekstraksi dari limbah
krustasea, yang memerlukan larutan asam dan basa berkonsentrasi tinggi untuk proses

demineralisasi dan deasetilasi kimia (Crognale et al., 2022).

Kitosan memiliki karakteristik kelarutan yang dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor,
termasuk berat molekul, derajat deasetilasi (DD), sensitivitas pH, suhu, dan kristalinitas.
Meskipun kitosan tidak larut dalam air atau pelarut organik, kelarutannya dalam asam
disebabkan oleh protonasi gugus NH», di mana sekitar 50% protonasi mengakibatkan
larutan. Kitosan dengan derajat deasetilasi yang lebih besar dapat larut lebih baik di air
karena gugus amino yang lebih terkonsentrasi dalam struktur polimer, terutama [-NHb>].
Selain itu, berat molekul kitosan memengaruhi bioaktivitasnya, dengan varian berat

molekul rendah akan menunjukkan bioaktivitas yang lebih tinggi (Aranaz et al., 2021).

Kitosan dengan berat molekul rendah memiliki berat <50 kDa, sedangkan kitosan
dengan berat molekul tinggi >50 kDa. Kravanja et al., (2019) melaporkan bahwa kitosan
dengan berat molekul rendah menunjukkan aktivitas antimikroba yang efektif terhadap
beberapa patogen menggunakan metode Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
Pada bakteri Gram-positif Staphylococcus aureus, kitosan dengan berat molekul 28 kDa
efektif pada konsentrasi 800 pg/mL. Peningkatan berat molekul hingga 1106 kDa
meningkatkan dosis yang diperlukan hingga 1000 pg/mL. Pada bakteri Gram-negatif

Pseudomonas aeruginosa, kitosan dengan berat molekul 49 kDa menunjukkan aktivitas
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pada konsentrasi 150 pg/mL, tetapi dengan meningkatnya berat molekul hingga 1100
kDa, konsentrasi yang dibutuhkan meningkat menjadi 200 pg/mL. Kitosan juga
menunjukkan aktivitas antifungi pada fungi seperti Fusarium oxysporum dengan berat
molekul 49 kDa pada konsentrasi 500 ug/mL. Dengan peningkatan berat molekul
menjadi 1100 kDa, konsentrasi kitosan yang dibutuhkan untuk aktivitas antifungi

meningkat hingga 2000 pg/mL.

OH

NH
HO 2

7

HO o}
NH,
OH

Gambar 4. Struktur kitosan

2.3.1 Karakterisasi Kitosan menggunakan Fourier Transform Infrared (FTIR)

Teknik spektroskopi FTIR sering digunakan untuk menganalisis kitosan. Radiasi
inframerah dipancarkan pada sampel, di mana sebagian diserap oleh kitosan dan radiasi
yang tersisa kemudian ditangkap oleh detektor setelah melewati sampel. Spektrum
FTIR yang dihasilkan menunjukkan intensitas serapan inframerah oleh kitosan sebagai
fungsi bilangan gelombang atau frekuensi. Serapan ini terkait dengan vibrasi molekul
dan ikatan kimia di dalam kitosan. Analisis spektrum FTIR memungkinkan identifikasi
gugus fungsi dan ikatan kimia dalam kitosan. Kitosan memiliki gugus fungsi khas yang
dapat diidentifikasi menggunakan spektroskopi FTIR, yaitu gugus amida dan hidroksil.
Puncak pada sekitar 1655 cm™ menunjukkan keberadaan gugus amida I, yang
berhubungan dengan vibrasi karbonil (C=0) dari kelompok N-asetil. Selain itu, puncak

pada sekitar 3430 - 3450 cm ™' mencerminkan vibrasi gugus hidroksil (-OH). Puncak
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lain pada sekitar 1550 cm™ mewakili gugus amida II, yang menunjukkan vibrasi
kombinasi dari N-H bending dan C-N stretching. Dengan menganalisis puncak-puncak
ini, kita dapat mengonfirmasi bahwa sampel yang diuji adalah kitosan, berkat adanya

gugus amida dan hidroksil yang khas dalam spektrum FTIR.

Proses yang menghasilkan kitosan dari kitin melibatkan deasetilasi, yaitu konversi
gugus asetamida pada posisi C-2 kitin menjadi gugus amino (-NH:z) yang membentuk
senyawa kitosan (Tahtat e al., 2019). DD yang merupakan salah satu karakteristik
utama, mempengaruhi kualitas kitosan dengan menentukan kelarutannya dalam
lingkungan asam. Apabila persentase gugus amino mencapai 50% atau lebih, kitosan
akan larut dalam lingkungan asam (Yusharani et al., 2019).. Proses deasetilasi ini
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti waktu reaksi, konsentrasi alkali, suhu, rasio
padat/cair, dan ukuran partikel kitin, yang semuanya berkontribusi pada karakteristik

akhir dari kitosan yang dihasilkan (Sugiyanti et al., 2018).

2.3.2 Karakterisasi Kitosan menggunakan Liquid Chromatography-Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS)
LC-MS/MS adalah metode analitik yang kuat untuk memisahkan, mengidentifikasi,
dan mengukur jumlah campuran kompleks senyawa. Teknik ini menggabungkan
kromatografi cair (LC) untuk pemisahan fisik dengan spektrometri massa tandem
(MS/MS) untuk analisis massa. LC-MS/MS sangat bermanfaat untuk menganalisis
kitosan, sebuah biopolimer dengan banyak aplikasi dalam farmasi, biomedis, dan
makanan. Proses LC-MS/MS melibatkan pemisahan senyawa berdasarkan sifat
kimianya menggunakan kromatografi cair (LC), di mana senyawa-senyawa terpisah
kemudian dianalisis menggunakan spektrometer massa untuk mengukur rasio massa

terhadap muatan (m/z) (Grundy et al., 2024).

Kitosan larut dalam pelarut seperti asam asetat untuk menciptakan larutan homogen.
Larutan ini disuntikkan ke dalam sistem LC, yang memisahkan komponen-komponen

berdasarkan berat molekul dan sifat kimianya sebelum dianalisis dengan spektrometer
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massa. Sistem MS/MS kemudian memfragmentasikan ion-ion tersebut, menciptakan
pola fragmen yang digunakan untuk mengidentifikasi senyawa-senyawa tersebut. LC-
MS/MS juga berguna untuk mengukur distribusi berat molekul kitosan, yang penting
untuk memahami karakteristik dan aplikasi dari senyawa ini. Teknik ini juga dapat
mendeteksi dan mengukur kotoran dalam kitosan, memastikan kemurnian dan

kualitasnya untuk berbagai keperluan.

2.4 Metabolit Sekunder

Metabolit adalah produk dari metabolisme yang memiliki berbagai fungsi dalam
organisme. Metabolit terbagi menjadi 2, yaitu metabolit primer dan metabolit sekunder.
Metabolit primer adalah metabolit yang di produksi untuk membantu pertumbuhan
fungi, yang terdiri dari asam amino, gula, vitamin, lipid, nukleotida, dan karbohidrat,
yang memiliki peran dalam berbagai proses metabolisme termasuk respirasi dan
mengkonsumsi nutrisi. Sedangkan metabolit sekunder tidak masuk kedalam senyawa
yang esensial dan diperlukan untuk menjalankan jalur metabolisme secara efektif dan
metabolit sekunder memiliki peran dalam menjaga organisme saat berinteraksi

lingkungan (Pinar & Rodriguez-Couto, 2024).

Beberapa peneliti telah menemukan metabolit sekunder dari organisme jamur (fungi)
yang dapat berkontribusi pengembangan obat-obatan baru, seperti agen antimikroba,
antioksidan, antikanker dan obat untuk meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Fungi
merupakan sumber yang kaya akan metabolit sekunder, termasuk poliketida, terpenoid,
steroid, alkaloid dan peptida (Devi et al., 2020). Senyawa MS dari fungi telah
didapatkan 553 senyawa baru pada tahun 2023 dengan 40% (212 senyawa metabolit
sekunder) sebagai senyawa bioaktif. Sekitar 41% poliketida, 26% terpenoid, 20%
alkoloid, 7% steroid, dan 6% peptida. Dari penelitian sebelumnya, senyawa MS dengan
struktur terpenoid memiliki aktivitas cytotoxic (sitotoksik) sedangkan poliketida

memiliki aktivitas antibakteri yang tinggi (Shi et al., 2023).
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2.4.1 Analisis Senyawa Metabolit Sekunder menggunakan Kromatografi Lapis
Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan teknik analisis yang sering digunakan untuk
memisahkan, mengidentifikasi, dan mengukur senyawa kimia. KLT bekerja dengan
memisahkan senyawa berdasarkan perbedaan afinitas terhadap fase diam (umumnya
berupa silika gel atau alumina) dan fase gerak (pelarut atau campuran pelarut). Fase
diam kemudian diaplikasikan pada fase gerak, dimana senyawa yang ditotol pada fase
diem akan perlahan mengikuti fase gerak bergerak keatas. Penerapan ekstrak kasar
fungi pada analisis KLT, pada titik awal harus sekecil dan serapi mungkin dan
pergerakan harus merata. Setelah dilakukannya KLT, spot pigmen dapat terlihat
langsung di bawah sinar matahari, sementara produk lain bisa divisualisasikan dengan
sinar UV. Jika senyawa sulit dideteksi di bawah cahaya tampak atau ultraviolet, dapat
ditambahkan reagen deteksi universal atau spesifik untuk membentuk produk berwarna

secara langsung atau dibawah sinar UV (Urbain & Simdes-Pires, 2020).

Serium sulfat (Ce (SO4)2) dan reagen Dragendorft adalah dua reagen umum yang
digunakan dalam KLT untuk mendeteksi dan mengidentifikasi berbagai senyawa.
Serium sulfat adalah reagen umum yang terdiri dari asam sulfat pekat dan anhidrida
asetat, yang memiliki sifat destruktif dan oksidatif. Ketika aplikasikan pada pelat KLT
yang terdapat senyawa yang ingin diuji, serium sulfat bereaksi dengan senyawa yang
menyebabkan terbentuknya spot-spot coklat. Serium sulfat digunakan untuk
mendeteksi berbagai senyawa, termasuk steroid, terpenoid, dan fenolik. Reagen
Dragendorff digunakan untuk mendeteksi alkaloid, yang merupakan basa nitrogen.
Reagen ini terdiri dari subnitrat bismut, asam asetat glasial, dan kalium iodida. Ketika
tambahkan pada pelat KLT, reagen Dragendorff bereaksi dengan alkaloid,
menyebabkan terbentuknya spot-spot berwarna oranye (Bahri et al., 2024).

2.5 Aktivitas antibakteri

Aktivitas antibakteri merujuk pada proses penghancuran atau penghambatan

pertumbuhan bakteri penyebab infeksi. Antibakteri ini memegang peranan penting
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dalam mengatasi patogen berbahaya serta mencegah penyakit. Kitosan terhadap bakteri
telah dianalisis dan dilaporkan di banyak artikel. Meskipun sifat antibakteri kitosan erat
kaitannya dengan strukturnya, karakteristik fisiokimianya, serta kondisi lingkungan,
dan kelompok hidroksil reaktif pada posisi C-3 dan C-6, cara kerja kitosan terhadap
mikroba dapat dibedakan menjadi efek ekstraseluler, intraseluler, atau keduanya.
Kitosan dengan berat molekut tinggi tinggi umumnya tidak dapat menembus dinding
sel atau membran sel, efek antibakteri utamanya melibatkan pengikatan logam penting,
menghalangi penyerapan nutrisi dari luar sel, dan mengubah permeabilitas sel. Namun,
kitosan berat molekul rendah tidak hanya memiliki aktivitas antibakteri ekstraseluler
tetapi juga intraseluler yang dapat mempengaruhi sintesis RNA, protein, dan fungsi

mitokondria (Ke et al., 2021).

Mekanisme utama kitosan sebagai antibakteri adalah dengan mengikat dinding sel
bakteri yang bermuatan negatif menggunakan muatan positifnya sendiri. Hal ini
menyebabkan kerusakan pada dinding sel dan meningkatkan permeabilitas membran
polimer dalam sel bakteri. Kitosan juga dapat berikatan dengan asam nukleat dan
menghambat replikasi DNA. keefektivitasan antibakteri kitosan dipengaruhi oleh
derajat deasetilasi dan berat molekulnya (Rezaei & Hama, 2024a).

Polimer kitosan efektif melawan bakteri Gram-positif seperti Bacillus cereus,
Staphylococccus aureus, Bacillus megaterium, Lactobacillus plantarum, Listeria
monocytogenes, Lactobacillus brevis, dan Lactobacillus bulgaricus, serta bakteri
Gram-negatif seperti Salmonella typhimurium, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Vibrio parahaemolyticus, Enterobacter aerogenes, dan
Vibrio cholera. Perbedaan struktural dalam dinding sel bakteri Gram-positif, yang
memiliki peptidoglikan lebih tebal, sedangkan bakteri Gram-negatif kaya akan
lipopolisakarida, menjelaskan mengapa bakteri Gram-negatif cenderung lebih rentan

terhadap kitosan daripada bakteri Gram-positif (Abd El-Hack ef al., 2020).
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2.6 Aktivitas Antikanker

Kitosan memiliki kemampuan untuk menembus membran sel kanker, meningkatkan
efek antikanker agen lain dengan cara memengaruhi mekanisme pertahanan
antioksidan, angiogenesis, jalur apoptotik, serta fungsi enzimatik seluler (Rezaei &
Hama, 2024a). Kitosan memiliki beberapa karakteristik yang membuatnya sangat
menarik untuk digunakan dalam pengobatan kanker. Salah satu sifat unggul kitosan
adalah non-toksik dan kitosan dapat diuraikan menjadi produk yang tidak berbahaya,
menjadikannya pilihan yang aman untuk aplikasi medis. Kitosan memiliki afinitas
yang kuat terhadap membran mukosa, yang memungkinkannya menempel dengan baik
pada sel kanker. Sifat ini sangat penting karena dapat meningkatkan efisiensi
pengiriman agen terapeutik langsung ke sel target. Dengan menempel pada sel kanker,
kitosan dapat memastikan bahwa obat atau agen antikanker mencapai sel yang dituju
dengan konsentrasi yang lebih tinggi dan meningkatkan efektivitas pengobatan

(Virmani et al., 2023).
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2.7 Diagram Alir Penelitian

Berikut merupakan langkah penelitian pada Gambar 5 di bawah ini:

19A15-RF

Peremajaan & Indentifikasi

——  Kultivasi

Submerged Fermentation (SmF) — Media Potato Dextrose Broth (PDB)
Solid-State Fermentation (SSF) — Media Beras

Biomi)

Deasetilasi 3M NaOH -
Ditambahkan 5% asam asetat -
Diendapkan dengan 1M NaOH sampai pH 10 -

Filtrat
N

- Dievaporasi pada kecepatan 120 rpm
- Dianalisis KLT

- Diuji dengan KLT Bicautografi

- Dimurnikan dengan metdoe kromatografi kolom
Chitosan

Karakterisasi ( Metabolit Sekunder )
FT-IR
LCMS/MS Karakterisasi
R . KLT
Uji Bioaktivitas FT-R
LCMS/MS
Antibakteri

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

—— Antikanker

A549 (kanker paru-paru)
Hela (kanker serviks),
MCF-7 (kanker payudara)

Gambar 5. Diagram alir penelitian




III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juni 2024- Januari 2025, dan bertempat di Unit
Pelaksana Analisis (UPA) Laboratorium Terpadu Universitas Lampung. Analisis
morfologi isolat fungi dengan menggunakan mikroskop dan karakterisasi kitosan hasil
isolasi menggunakan FTIR dilakukan di Unit Pelaksana Analisis (UPA) Laboratorium
Terpadu, Universitas Lampung dan analisis LC-MS/MS dilakukan Badan Reserse
Kriminal POLRI, Pusat Laboratorium Forensik, Bogor..

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi LC-MS/MS, FTIR Cary 630
(Agilent, Santa Clara, CA, United States), mikroskop Zeiss Axio Imager Al, rotary
evaporator BUCHI/R210, Buchii/R210, autoclave Tomy SX-700, oven lJisico, hot
plate stirrer Thermolyne, centrifuge Hitachi CF 16RX II, dan inkubator Kaltis 499,
laminar air flow, mikropipet Biohit, plat aluminium silica gel DC Kiesel 60 F254 serta
lampu UV Kohler/SN402006, gelas beaker Iwaki, Erlenmeyer Iwaki, tabung reaksi
Iwaki, cawan petri, botol semprot, spatula logam, batang pengaduk, jarum ose, kapas,

kasa Onemed, plastik tahan panas, indikator pH universal.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aquades, air laut
buatan/artificial seawater (ASW), agar swallow, glukosa, kentang segar, beras, malt
extract, etil asetat (EtOAc), Tryptic Soya Broth (TSB), Tryptic Soya Agar (TSA),
metanol (MeOH) teknis, asam asetat teknis, NaOH teknis, Asam Klorida (HCI),
dextrose, kitosan standar, akuades, alkohol 70%, etanol (EtOH), reagen visualisasi

KLT meliputi Ce(SO4 )2 (10% Ce(IV) dan 15% H2SO4 dalam akuades), ninhidrin (2%
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ninhidrin dalam pelarut EtOH), dan reagen Dragendorff’s, dan Mueller Hinton Agar
(MHA). Adapun bakteri yang digunakan dalam uji adalah bakteri patogen resisten
klinis Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococccus aureus, serta uji antikanker
dilakukan pada sel A549 (kanker paru-paru), HelLa (kanker serviks), dan MCF-7
(kanker payudara).

3.3. Prosedur Penelitian
Adapun prosedur dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

3.3.1 Pembuatan Media
3.3.1.1 Media Potato Dextrose Broth (PDB) dan Potato Dextrose Agar (PDA)

Pembuatan media PDB dan PDA mengikuti metode pada penelitian Pan et al. (2023),
dengan perbedaan pada tahap akhir di mana PDB tidak mengandung agar, sedangkan
PDA mengandung agar. Komposisi media dibuat dengan perbandingan (w/v) 10%
kentang, 2% gula dextrose, dan tambahan 3% nutrient agar (hanya untuk PDA) dalam

air laut buatan dengan salinitas 30 ppt.

Proses pembuatan dimulai dengan mengupas, mencuci, dan memotong kentang
menjadi irisan tipis. Kentang yang telah dipotong, direbus dalam air laut selama 30
menit untuk mengekstraksi nutrien, kemudian dibiarkan dingin. Filtrat yang diperoleh
dari proses perebusan tersebut ditambahkan dengan 2% gula dextrose dan diaduk

hingga homogen untuk menghasilkan media PDB.

Media PDA dibuat dengan menambahkan 3% nutrient agar ke dalam filtrat (PDB)
(w/v), kemudian dihomogenkan untuk memastikan distribusi agar yang merata. Setelah
persiapan media selesai, baik PDB maupun PDA disterilisasi dengan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit untuk memastikan tidak ada kontaminasi

mikroba.
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3.3.1.2 Media Tryptic Soy Agar (TSA)

Pembuatan media TSA didasarkan pada metode yang dijelaskan oleh Laila et al.,
(2023), dengan adanya modifikasi. Proses pembuatan dimulai dengan menyiapkan
larutan campuran (w/v) yang terdiri dari 3% Tryptic Soy Broth (TSB) dan 3% nutrient
agar yang dilarutkan dalam aquadest. Campuran ini kemudian dipanaskan hingga
mencapai suhu 100°C selama 5 menit untuk memastikan agar dan TSB terlarut
sepenuhnya dan tercampur homogen. Media TSA kemudian di autoclave pada suhu

121°C selama 15 menit untuk memastikan tidak ada kontaminasi mikroba.

3.3.2 Peremajaan (Maintenance) dan Identifikasi Isolat

Isolat fungi Aspergillus ochraceus dengan kode 19A15-RF dari deposit UPT LTSIT
dilakukan peremajaan mengacu pada Barwant dan Lavhate (2020) dengan sedikit
modifikasi. Fungi diremajakan pada media PDB kemudian disimpan pada suhu ruang

selama 14 hari dalam inkubator.

3.3.3 Kultivasi

Proses kultivasi dimulai dengan menumbuhkan fungi dalam 50 mL media PDB sebagai
media awal (starter). Inokulum ini kemudian diinkubasi selama 3 hari untuk

memastikan pertumbuhan awal yang optimal.

3.3.3.1 Kultivasi dengan metode SmF

Proses kultivasi dengan metode SmF, dilakukan pada media PDB yang merujuk pada
Afroz et al. (2021) dengan adanya modifikasi. Sebanyak 200 mL PDB steril disiapkan
dalam labu Erlenmeyer 500 mL dan diinokulasi dengan 1 mL inokulum yang telah
ditumbuhkan sebelumnya. Kultur tersebut diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang
untuk memungkinkan pertumbuhan fungi yang optimal. Setelah periode kultivasi
selesai, biomassa fungi dipisahkan dari media kultur melalui proses filtrasi. Filtrat yang
didapatkan akan disimpan untuk tahap selanjutnya yaitu proses ekstrasi senyawa MS

dan Biomassa yang diperoleh akan dicuci dengan aquadest, kemudian dikeringkan



21

pada suhu 60°C selama 24 jam untuk menghilangkan kelembaban dan

mempersiapkannya untuk tahap ekstraksi kitosan selanjutnya.

3.3.3.2 Kultivasi dengan metode SSF

Proses kultivasi dengan metode SSF, dilakukan pada media beras yang merujuk pada
metode Aisah et al. (2023). Sebanyak 30 g beras ditimbang dan dimasukkan ke dalam
labu Erlenmeyer. Media beras ini kemudian disterilisasi menggunakan autoclave
selama 15 menit pada temperatur 121°C untuk menghilangkan kontaminan. Setelah
proses sterilisasi, media beras diinokulasi dengan 5 mL inokulum yang telah disiapkan

sebelumnya dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari.

Setelah periode inkubasi selesai, biomassa fungi pada permukaan beras kemudian
digerus kasar dan ditambahkan dengan etil asetat sampai terendam. Selanjutnya,
biomassa akan dicuci aquadest dan dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C selama 24
jam untuk menghilangkan kelembaban. Biomassa kering yang diperoleh akan

digunakan untuk tahap ekstraksi kitosan selanjutnya.

3.3.4 Ekstraksi
3.3.4.1 Ekstraksi pada kultivasi metode SmF

Ekstrak filtrat dan biomassa kering yang didapatkan, diolah lebih lanjut dalam dua
tahap yang berbeda. Ekstraksi senyawa metabolit sekunder didapatkan dari filtrat hasil
kultivasi fungi akan diberi perlakuan dengan penambahan etil asetat. Campuran ini
kemudian dievaporasi pada kecepatan 120 rpm untuk menghasilkan ekstrak pekat yang

mengandung metabolit sekunder (Talukdar ef al., 2021).

Pada tahap ekstraksi kitosan pada miselia akan mengacu kepada Aisah et al. (2023)
dengan adanya modifikasi. Perlakuan pertama dilakukan deasetilasi dengan
menambahkan 3M NaOH 1:40 (w/v) dan diaduk pada suhu 60°C selama 3 jam. Proses
ini bertujuan untuk memecah komponen seluler dan menghasilkan Alkali Insoluble

Material (AIM). AIM yang terbentuk kemudian dinetralkan dengan akuades untuk
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menghilangkan sisa alkali dan dioven pada suhu 60°C selama 5 jam. Selanjutnya, AIM
akan ditambahkan 5% asam asetat (1:40 w/v) dan diaduk selama 6 jam untuk
melarutkan kitosan. Campuran ini kemudian disaring untuk memisahkan filtrat yang
mengandung kitosan terlarut. Filtrat yang didapatkan akan ditambahkan dengan 3M
NaOH hingga mencapai pH 10 dan didinginkan selama 24 jam untuk mengendapkan
kitosan. Endapan kitosan yang terbentuk dilakukan pencucian beberapa kali dengan
akuades untuk menetralkannya, memastikan tidak ada sisa asam atau basa. Setelah itu,
endapan dibilas dengan metanol teknis dan kitosan dikeringkan menggunakan gas

nitrogen

3.3.4.2 Ekstraksi pada Kultivasi metode SSF

Metode ekstraksi kitosan dari biomassa beras mengikuti prosedur yang dijelaskan oleh
Stanley-Raja et al. (2021) dengan adanya modifikasi. Pertama, biomassa kering
ditambahkan ke dalam larutan 3M NaOH dengan rasio 1:40 (w/v) dan diautoklaf
selama 15 menit pada suhu 121°C. Alkali Insoluble Material (AIM) yang dihasilkan
kemudian dicuci menggunakan aquadest hingga mencapai pH netral, dan dikeringkan

pada suhu 60°C selama 5 jam untuk menghilangkan kelembaban.

AIM kemudian diolah lebih lanjut dengan penambahan larutan 5% asam asetat (1:40
w/v) dan diaduk selama 6 jam untuk melarutkan kitosan. Campuran ini kemudian
disaring untuk memisahkan filtrat yang mengandung kitosan terlarut. Filtrat tersebut
kemudian diautoklaf dengan larutan 3M NaOH hingga mencapai pH 10, dan

didinginkan selama 24 jam untuk mengendapkan kitosan.

Endapan kitosan yang terbentuk selanjutnya dicuci beberapa kali dengan akuades
untuk menetralkannya, memastikan tidak ada sisa asam atau basa yang tersisa. Setelah
itu, endapan dibilas dengan metanol teknis untuk membersihkan sisa-sisa pengotor dan
pelarut organik. Proses terakhir melibatkan pengeringan kitosan menggunakan metode

freeze-dried untuk mempertahankan kestabilan dan kebersihan kitosan.
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3.3.5. Uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Analisis KLT untuk ekstrak pekat kultivasi 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(SO4)> sebagai reagen dalam memvisualisasi
senyawa organik dan reagen spesifik Dragendorffs untuk senyawa alkaloid pada

ekstrak fungi.

3.3.5 Pemurnian Senyawa Metabolit Sekunder

Ekstrak yang berasal dari ekstrak kasar isolat 19AI15RF dimurnikan hingga
mendapatkan senyawa bioaktif menggunakan metode kolom kromatografi. Proses
pemurnian dilakukan dengan beberapa metode kromatografi, termasuk KLT dan
pemurnian melalui kromatografi kolom terbuka. Pemurnian dengan kolom
kromatografi ini menggunakan silika gel (SiO2) sebagai fase diam yang dihidrasi
menggunakan pelarut n-heksan dan dielusi dengan pelarut n-heksan : etil dan diakhiri
dengan metanol 100%. Pada proses pemurnian kolom kromatografi disiapkan dalam
kondisi kering, dan kapas diletakkan pada kolom tersebut. Kemudian pelarut n-heksana
diteteskan dengan pipet tetes ke dalam kolom melalui dinding kolom untuk

memadatkan kapas. Kapas bertindak sebagai penyaring.

Tahap selanjutnya, disiapkan fase diam berupa silika gel 60 yang telah ditambahkan
pelarut organik. Silika gel 60 kemudian ditambahkan ke dalam kolom dan dipadatkan.
Ketika ketinggian fase diam kolom telah stabil dan padat, ekstrak kasar dari isolat
unggul yang dilarutkan dalam pelarut organik dialirkan melalui bagian atas kolom
menggunakan pipet tetes. Eluen ditambahkan dengan perbandingan yang berbeda (v/v)
untuk membentuk gradien. Setiap fraksi yang didapat ditampung ke dalam botol-botol
vial (Supardan, 2022). Tahap selanjutnya dilakukan uji KLT, ekstrak diaplikasikan
menggunakan pipa kapiler ke fase diam berupa pelat silica gel F254, dengan fase gerak
campuran n-heksan dan etil asetat (EtOAc) dengan perbandingan (3:1) (Martosuyono
et al., 2014). Visualisasi pelat KLT dilakukan dengan menggunakan reagen spesifik
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ninhidrin, Dragendorff, dan serium (IV) sulfat. Masing-masing fraksi yang didapatkan

selanjutnya diuji aktivitasnya sebagai antibakteri.

3.3.6 Karakterisasi Kitosan
3.3.6.1 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Analisis FTIR dilakukan untuk menentukan derajat deasetilasi (DD) pada kitosan.

! sampai dengan 400 cm'!

Scanning dipindai pada daerah frekuensi antara 4000 cm’
(Afroz et al., 2021). Kemudian metode kuantitatif dilakukan dengan menghitung %DD
pada panjang gelombang 1655 untuk gugus amida (-NH) dan 3450 untuk gugus

hidroksil (-OH). Derajat deasetilasi dihitung dengan cara sebagai berikut:

%DD = 100 — [(A1655) y 100
A3450 1.33
Keterangan:
DD : Derajat Deasetilasi
A1655 : Absorbansi pada bilangan gelombang 1655 cm™! yang menunjukkan
serapan dari amida
A3450 : Absorbansi bilangan gelombang 3450 cm™! yang menunjukkan serapan

hidroksil
Faktor 1.33  : Nilai perbandingan untuk kitosan yang terdeasetilasi 100%.

3.3.6.2 Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)

LC-MS/MS digunakan untuk menentukan berat molekul dan pola fragmentasi
senyawa. Ekstrak metabolit isolat fungi disuntikkan ke dalam kolom kromatografi.
Identifikasi dan karakterisasi ekstrak metabolit dan kitosan fungi yang dihasilkan isolat
19A15RF dilakukan dengan menggunakan Mode Positif LC-MSMS. Fraksi aktif
dilarutkan dalam metanol dan dianalisis melalui analisis LC-MSMS yang dilengkapi

dengan ACQUITY UPLC® H-Class System (Waters, Beverly, MA, USA), kolom
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ACQUITY UPLC® HSS C18 (1,8 um 2,1 x 100 mm) (Waters, Beverly, MA, USA),
dan Xevo G2-S Qtof Mass Spectro (Waters, Beverly, MA, USA) (Thomas et al., 2022).

3.3.7 Uji Antibakteri

3.3.7.1 Metode Difusi Agar

Uji bioaktivitas kitosan sebagai agen antibakteri dilaksanakan melalui metode difusi
agar untuk mengevaluasi kemampuannya dalam menghambat pertumbuhan mikroba
patogen. Larutan kitosan dibuat dengan melarutkan kitosan dalam 5% asam asetat
(w/v). Patogen bakteri (Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa)
ditumbuhkan pada Mueller Hinton Agar (MHA). Kultur mikroba diinkubasi selama 18

jam untuk memastikan pertumbuhan optimal.

Selanjutnya, cincin steril ditempatkan pada media agar, kemudian 50 pL larutan
kitosan ditambahkan ke dalam salah satu cincin tersebut. Sebagai kontrol negatif
digunakan 50 pL metanol 12,5%, dan 50 pL ciprofloxacin (2 mg/mL) untuk kontrol
positif pada uji antibakteri, sedangkan pada uji antifungi digunakan ketoconazole (10
mg/mL). Media kemudian diinkubasi selama 24 jam. Zona inhibisi yang terbentuk di
sekitar cincin menunjukkan aktivitas antibakteri kitosan, dengan ukuran zona sebagai

indikator efektivitasnya (Afroz et al., 2021).

Selanjutnya, uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dilakukan dengan metode
broth microdilution menggunakan resazurin 0,005% sebagai indikator viabilitas sel.
Perubahan warna resazurin menandakan aktivitas metabolik mikroba, memungkinkan
penentuan konsentrasi minimum kitosan yang efektif menghambat pertumbuhan

patogen.

3.3.7.2 Uji KLT Bioautografi

Uji KLT Bioautografi dengan agar overlay pada ekstrak senyawa metabolit terhadap
Staphylococcus aureus mengacu pada Rizky et al., (2020) dengan sedikit modifikasi.



26

Mula-mula sampel ditotolkan pada plat SiO, dan dielusi menggunakan 2 sistem pelarut
n-heksana dan etil asetat (10:1). Uji bioautografi dilakukan dengan persiapan biakan
bakteri pada media MHA selama 18 jam, kemudian dibuat inokulum pada media TSB
3% hingga kekeruhan mencapai 0,5 McFarland. Kemudian Plat KLT dengan sampel
yang telah dielusi ditempatkan pada cawan petri steril dan dituangkan media MHA
sebanyak 10 mL (9 mL media TSB 3% dan 1 mL suspensi bakteri 0.5 McFarland)
hingga merata, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Kemudian ditetesi dengan 1
mL larutan uji dengan pereaksi resazurin. selanjutnya Zona hambat yang terbentuk

diamati disekeliling cawan petri.

3.3.8 Uji Antikanker

Pengujian antikanker (sitotoksik) dari kitosan dan metabolit sekunder dilakukan pada
tiga sel kanker A549 (kanker paru-paru), HeLa (kanker serviks), dan MCF-7 (kanker
payudara) dengan menggunakan metode MTT plate assay yang mengacu pada
Shingaki et al. (2016). Sel yang telah di ukur dengan haemocytometer akan
dipindahkan pada 96 well plate pada konsentraasi 1 x 10° sel/mL yang kemudian akan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C dibawah 5% CO; untuk dilakukan pelekatan
sel. Selanjutnya, sel yang tidak terikat akan dikeluarkan secara hati-hati. Tahap
berikutnya, sel akan dilakukan 100 pL pengenceran seri fraksi hasil fraksinasi ekstrak
isolat fungi unggul pada konsentrasi 100, 50, 25, 12,5, dan 6,25 mg/mL, serta
doksorubisin sebagai kontrol positif pada konsentrasi 16, 8, 4, 2, dan 1 mg/mL,
selanjutnya diinkubasi selama 72 jam. Reagen 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5mg/mL) ditambahkan ke setiap well (sumur)
dan diinkubasi pada 5% CO2, 37°C selama 4 jam.



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

Kitosan berhasil diisolasi dari isolat fungi 19A15-RF (Aspergillus ochraceus)
melalui metode SmF dan SSF, dari hasil DD yang sama, yaitu sekitar 75% dan
hasil analisis LC-MS/MS menunjukkan kitosan dengan DP 6 untuk kitosan
hasil metode SmF (ChiSmF) dan DP 7 pada kitosan hasil metode SSF
(ChiSSF). Kedua kitosan yang diperoleh menunjukan aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus dengan zona inhibisi 17 mm (SmF) dan 13 mm
(SSF), serta terhadap Pseudomonas aeruginosa dengan zona inhibisi 10 mm
(SmF) dan 8 mm (SSF).

Senyawa metabolit sekunder telah berhasil diperoleh yang ditunjukkan melalui
analisis LC-MS/MS dan interpretasi struktur yang menunjukkan keberadaan
senyawa seperti struktur kompleks polyether lipid-amine (SmF) dan [-
sitosterol-D-glukosida (SSF). Kedua senyawa menunjukkan aktivitas
antibakteri terhadap S. aureus dan P. aeruginosa.

Senyawa metabolit hasil SSF juga menunjukkan aktivitas antikanker yang
paling tinggi dari ketiga senyawa yang lain terhadap sel kanker payudara MCF-
7 dengan persentase inhibisi sebesar 55,99%, yang mengindikasikan potensi

sebagai kandidat senyawa antikanker alami.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya disarankan mengoptimalkan proses deasetilasi untuk

meningkatkan tingkat kemurnian senyawa kitosan yang dihasilkan dan karakterisasi

struktur senyawa perlu dilanjutkan menggunakan metode spektroskopi lanjutan seperti

NMR untuk memastikan senyawa lebih akurat
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