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ABSTRAK

AKTIVITAS ANTI FUNGI EKSTRAK KULIT HUJAN EMAS (Senna
multijuga) TERHADAP JAMUR Ganoderma boninense PADA SAWIT
SECARA IN VITRO DAN IN SILICO

Oleh
DIAH PANGASTUTI RAHAYU

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi aktivitas antifungi ekstrak kulit tanaman
hujan emas (Senna multijuga) terhadap jamur Ganoderma boninense secara in vitro
dan in silico. Ekstraksi dilakukan melalui maserasi menggunakan alkohol 96%,
dilanjutkan fraksinasi etil asetat kemudian pemurnian dengan kolom kromatografi
menggunakan eluen 100% CHCls, 3% MeOH/CHCls, 20% MeOH/CHCIs dan100%
MeOH. Uji in vitro dilakukan dengan metode difusi senyawa aktif terhadap isolat
murni G. boninense dalam media PDA. Hasil uji in vitro menunjukkan hasil kolom
kromatograf fraksi 100% CHCls menghasilkan laju pertumbuhan terendah (0,39
cm/hari). Fraksi eluat 100% CHCl; di kolom kromatografi untuk mendapat
senyawa yang lebih murni (Fraksi 1-5) dan di lakukan uji in vitro terhadap G.
boninense. Fraksi 1 menunjukkan daya hambat tertinggi dibandingkan fraksi
lainnya dengan laju pertumbuhan G. boninense sebesar 0,52 cm/hari dan persentase
daya hambat 37% sehingga diuji lebih lanjut pada berbagai konsentrasi (0; 0,25;
0,5;0,75; 1; 1,25; dan 1,5 ppm) terhadap G. boninense. Kosentrasi 1,5 ppm fraksi
1 menghasilkan daya hambat tertinggi (54 %) dan laju pertumbuhan 0,40 cm/hari
Uji in silico terhadap senyawa hasil LC-MS menggunakan molecular docking
senyawa trans-1,1'-Dimethyl-5,5'-azotetrazole dari kulit hujan emas (Senna
multijuga) menghambat ATP-dependent RNA helicase G. boninense dengan
binding affinity -6,4 kcal/mol dengan ikatan hidrogen dengan situs aktif protein,
yaitu Ser310A dan Thr360A. Berdasarkan hasil tersebut, ekstrak kulit S. multijuga
memiliki potensi sebagai sumber antifungi alami terhadap G. boninense.

Kata kunci: Senna multijuga, Ganoderma boninense, antifungi, in vitro, in silico,
docking molekuler



ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF HUJAN EMAS TREE (Senna Multijuga)
BARK EXTRACT AGAINST Ganoderma Boninense ON OIL PALM
THROUGH IN VITRO AND IN SILICO APPROACHES

BY

DIAH PANGASTUTI RAHAYU

This study aims to evaluate the antifungal activity of bark extract from the golden
shower tree (Senna multijuga) against Ganoderma boninense through in vitro and
in silico approaches. Extraction was carried out via maceration using 96% ethanol,
followed by ethyl acetate fractionation and purification using column
chromatography with eluents of 100% chloroform (CHCIls), 3% methanol in
chloroform, 20% methanol in chloroform, and 100% methanol. The in vitro assay
was conducted using the diffusion method against pure isolates of G. boninense on
PDA medium. Results showed that the 100% CHCls chromatographic fraction had
the lowest fungal growth rate (0.39 cm/day). This fraction was further separated
into sub-fractions (Fr.1 to Fr.5), which were then tested against G. boninense.
Among them, Fraction 1 exhibited the highest inhibitory effect with a fungal growth
rate of 0.52 cm/day and an inhibition percentage of 37%. Fraction 1 was further
tested at various concentrations (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, and 1.5 ppm), where the
1.5 ppm concentration resulted in the highest inhibition (54%) and a fungal growth
rate of 0.40 cm/day. The in silico analysis using molecular docking revealed that
the compound trans-1,1'-Dimethyl-5,5"-azotetrazole, identified from the LC-MS
profile of S. multijuga bark, inhibited ATP-dependent RNA helicase of G.
boninense with a binding affinity of -6.4 kcal/mol. The compound formed hydrogen
bonds with the protein's active site residues, Ser310A and Thr360A. These findings
suggest that S. multijuga bark extract has promising potential as a natural antifungal
agent against G. boninense.

Keywords: Senna multijuga, Ganoderma boninense, antifungal, in vitro, in silico,
molecular docking
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Tanaman Senna sp. merupakan tumbuhan tropis yang tumbuh secara alami di
Pulau Sumatra, Indonesia. Jenis ini umum dimanfaatkan sebagai tanaman hias,
pelindung tepi jalan, tanaman sela, serta penghalang hujan karena kemampuannya
tumbuh dan beradaptasi di daerah kering (Saraswati dkk., 2019). Meskipun
demikian, potensi Senna sp. belum banyak dikembangkan secara luas. Penelitian
menunjukkan bahwa genus ini mengandung senyawa fitokimia dengan struktur
yang bervariasi, seperti alkaloid, terpenoid, glikosida, tanin, saponin, steroid,
flavonoid, antrakuinon, dan polifenol. Keberagaman senyawa ini membuka
peluang besar untuk pemanfaatannya sebagai bahan aktif alami, termasuk dalam

pengembangan insektisida yang ramah lingkungan (Bene et al., 2019).

Potensi farmakologis tanaman Senna sp. terus dikaji melalui berbagai metode
ekstraksi seperti maserasi, rebusan, infus, hingga penggunaan eksudat dari
berbagai bagian tanaman seperti akar, kulit kayu, daun, biji, dan buah (Oladeji
dkk., 2020). Studi farmakologi mengonfirmasi bahwa ekstrak kasar maupun
fraksi dari Senna sp. menunjukkan aktivitas antimalaria, antimikroba, antioksidan,
antiinflamasi, dan antikanker (Ibrahim dan Islam, 2014). Senyawa-senyawa
tersebut, terutama flavonoid, fenolik, dan antrakuinon, juga telah terbukti
memiliki sifat antijamur. Salah satu mekanisme kerja senyawa fenolik adalah
menghambat pertumbuhan jamur melalui gangguan terhadap dinding sel dan jalur
metabolisme, seperti penghambatan terhadap jamur Ganoderma boninense

(Agustina, 2020).



Patogen G. boninense merupakan ancaman utama bagi tanaman kelapa sawit
karena menyebabkan penyakit busuk pangkal batang yang berujung pada
kematian tanaman. Gejala infeksi ditandai oleh munculnya tubuh buah jamur
pada permukaan tanaman yang masih hidup, serta kerusakan jaringan pangkal
batang dan kulit luar (Susanto dkk., 2013). Mengingat pentingnya industri kelapa
sawit di Indonesia, upaya pengendalian penyakit ini secara ramah lingkungan

menjadi sangat krusial.

Ekstrak Senna sp., terutama dari daun dan kulit, telah menunjukkan aktivitas
penghambatan terhadap berbagai mikroorganisme. Alkaloid piperidin dalam daun
tanaman ini mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus, S.
subtilis, serta jamur Candida albicans (Sansores-Peraza dkk., 2000). Selain itu,
senyawa fenolik dari Senna sp. menunjukkan aktivitas antifungi yang signifikan
terhadap berbagai spesies jamur. Aktivitas ini tampak paling tinggi pada fraksi
etil asetat dengan nilai MIC 5,9 hingga 23,4 mg/mL, yang secara efektif
menghambat pertumbuhan C. glabrata, C. tropicalis, dan C. albicans
(Nascimento dkk., 2020). Hal ini menunjukkan bahwa Senna multijuga, sebagai
spesies yang tergolong dalam famili Fabaceae, memiliki potensi kuat sebagai

agen antijamur terhadap G. boninense.

Penerapan senyawa aktif dari kulit S. multijuga sebagai antifungi sangat relevan
dikembangkan untuk mendukung pertanian berkelanjutan. Keberadaan senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, dan fenol (Jantan et al., 2018)
menjadi factor utama yang mendukung pengembangan pengujian anti jamur
terhadap patogen G. boninense. Mengingat proses eksperimen bioprospeksi
bersifat kompleks dan memakan biaya, pendekatan in vitro dan in silico menjadi
strategi awal yang efisien dalam mengetahui senyawa bioaktif yang berpotensi

sebagai anti jamur terhadap G. boninense.

Uji in vitro merupakan metode eksperimental yang dilakukan di luar organisme
hidup, biasanya dalam lingkungan laboratorium menggunakan media buatan.

Pendekatan ini digunakan untuk mengamati secara langsung aktivitas biologis



senyawa terhadap mikroorganisme atau sel target dengan kontrol yang tinggi
terhadap variabel lingkungan (Freshney, 2010). Sedangkan metode in silico
adalah metode komputasional yang digunakan untuk mensimulasikan dan
memprediksi interaksi biologis antara senyawa aktif dan target protein, biasanya
melalui teknik molecular docking, virtual screening, atau pharmacophore
modeling. Metode in silico memanfaatkan basis data seperti PubChem untuk
memperoleh struktur tiga dimensi senyawa dalam format .SDF atau .PDB sebagai
input docking molekuler (Kim et al., 2023). Prediksi target protein dilakukan
melalui perangkat seperti SwissTargetPrediction atau SuperPred, yang
memungkinkan identifikasi target biologis berdasarkan struktur molekul senyawa

(Nickel et al.,, 2014).

Proses docking dilakukan dengan perangkat lunak seperti AutoDock Tools,
AutoDock Vina, atau PyRx untuk mengevaluasi afinitas pengikatan antara ligan
dan reseptor. Analisis ini mempertimbangkan parameter seperti nilai energi
pengikatan (binding energy), jenis dan jumlah ikatan hidrogen, serta posisi ligan
pada situs aktif protein (Morris et al., 2009; Trott dan Olson, 2010). Nilai energi
pengikatan yang rendah mengindikasikan potensi interaksi yang stabil,
menjadikan senyawa tersebut kandidat kuat sebagai inhibitor. Oleh sebab itu,
penelitian ini ditujukan untuk mengevaluasi aktivitas senyawa aktif dari ekstrak

kulit S. multijuga terhadap G. boninense melalui pendekatan in vitro dan in silico.

1.2. Tujuan

Penelitian ini bertujuan antara lain:

1. Mengetahui pengaruh eluat kloroform kolom kromatografi kulit hujan emas
(Senna multijuga) terhadap jamur Ganoderma boninense secara in vitro.

2. Menentukan konsentrasi optimal eluat kloroform kulit hujan emas (Senna
multijuga) terhadap Ganoderma boninense secara uji in vitro.

3. Menentukan senyawa aktif dari kulit hujan emas (Senna multijuga) yang

berpotensi sebagai antifungi Ganoderma boninense secara in silico.



1.3. Kerangka Pemikiran

Aktivitas yang dihasilkan kulit tanaman Senna multijuga berhubungan dengan
kandungan senyawa fenolik dan flavonoidnya. Sejumlah besar senyawa fitokimia
yang terdapat pada tumbuhan Senna multijuga adalah antrakuinon, flavonoid,
terpenoid, minyak atsiri, antron, alkaloid, tanin, polifenol, glikosida, steroid dan
saponin diisolasi dari beberapa Senna sp. (Bene et al., 2019. Studi fitokimia telah
menunjukkan adanya glikosida flavonoid dan alkaloid piridin pada spesies ini,
dan fraksi Etil asetat tanaman ini menunjukkan aktivitas penghambatan
asetilkolinesterase (AChE) (Francisco et al., 2012). Senyawa alkaloid piperidin
ditemukan pada daun Senna sp. signifikan menghambat pertumbuhan isolat
bakteri dan jamur Staphylococcus aureu dan S. subtilis (MIC 2,5 mg/mL) dan
Candida albicans (MIC 5,0 mg/mL) (Sansores-Peraza dkk., 2000). Selain itu
terdapat senyawa fenolik (8-19) yang secara signifikan menghambat pertumbuhan
mikroba. Ekstrak dan fraksi tinggi flavonoid yang terdapat pada Senna sp. dapat
menghambat pertumbuhan pada isolat jamur. Ekstrak etanol memberikan
aktivitas penghambatan yang kuat dengan nilai MIC (minimum inhibitory
concentration) 5,9 - 23,4 mg/mL), fraksi etil asetat menunjukkan aktivitas anti
fungi yang signifikan pada jamur C. glabrata (MIC 5,9mg/mL), C. tropis dan C.
albicans (MIC 23,4 mg/mL) (Nascimento dkk., 2020).

Jamur Ganoderma menyerang jaringan kayu kulit kulit, menyebabkan
pembusukan dan akhirnya kematian tanaman sawit. Berbagai penelitian telah di
kembangkan untuk menghambat pertumbuhan jamur Ganoderma. Berdasarkan
penelitian Agustina (2020), asap cair 5%-20% dalam PDA dapat menghambat
pertumbungan Ganoderma yang diinkubasi selama 14 hari dengan rerata koloni
jamur berdiameter 1 cm. Asap cair mengandung senyawa fenol seperti Phenol,
2-ethylphenol, 3 Methylphenol, 2,6-Dimethylphenol, 2,4 Dimethylphenol, dan 3-
hylphenol yang merupakan senyawa anti mikroba sehingga dapat menghambat
pertumbuhan Ganoderma. Selain itu berdasarkan penelitian Mahmud dkk. (2023)
ekstrak daun papaya 4% dalam media PDA dapat menghambat pertumbuhan
Ganoderma sp. 65.47%. Hal ini disebabkan ekstrak daun papaya mengandung

senyawa alkaloid, flavonoid, tannin dan saponin yang dpat menghambat



pertumbungan Ganoderma sp. Oleh sebab itu tanaman S. multijuga yang
memiliki kandugan antrakuinon, flavonoid, terpenoid, minyak atsiri, antron,
alkaloid, tanin, polifenol, glikosida, steroid dan saponin memiliki potensi sebagai

anti jamur pada G. boninense.

Pendekatan in silico menjadi metode yang semakin penting dalam studi molekuler
terhadap patogen tanaman, termasuk G. boninense, karena mampu memprediksi
struktur protein, fungsi enzimatik, hingga interaksi ligan secara efisien dan
ekonomis. ATP-dependent RNA helicase merupakan enzim penting yang terlibat
dalam proses transkripsi, translasi, dan replikasi RNA melalui aktivitas pemutusan
dan penggabungan struktur RNA beruntai ganda. Enzim ini tergolong esensial
dalam regulasi ekspresi gen dan proliferasi sel jamur patogen seperti Ganoderma
boninense. Gen Q8Y8NO diketahui mengkode protein helicase yang berperan
dalam menjaga kelangsungan hidup dan aktivitas selular jamur tersebut.
Pendekatan in silico menggunakan metode molecular docking untuk
mengevaluasi afinitas ikatan senyawa aktif Difenoconazole sebagai control yang
merupakan fungisida komersial dalam produk Score 250 EC terhadap protein
target tersebut. Ikatan tersebut dapat mengganggu fungsi helikase secara
langsung, dengan mencegah ikatan ATP atau menghambat reaktivitas enzim
dalam membuka struktur RNA. Stabilitas ikatan tercermin dari nilai binding
affinity yang rendah (lebih negatif), menunjukkan afinitas kuat antara ligan dan
protein target (Morris et al., 2009). Diagram alir kerangka pemikiran pada

penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 1.

1.4. Hipotesis

Hipotesis penelitian ini antara lain:
1. Terdapat pengaruh eluat kulit hujan emas (Senna multijuga) terhadap
pertumbuhan jamur Ganoderma boninense secara in vitro.
2. Terdapat kosentrasi eluat terbaik kulit hujan emas (Senna multijuga)
terhadap jamur Ganoderma boninense secara in vitro.
3. Terdapat senyawa aktif dari kulit hujan emas (Senna multijuga) yang

berpotensi sebagai antifungi Ganoderma boninense secara in silico



Ganoderma boninense (penyebab BSR)
= Target pengendalian biologi

Y

Studi sebelumnya:
- Asap cair, ekstrak pepaya — menghambat
Ganoderma
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Mengandung senyawa bioaktif:
- Alkaloid (piperidin, piridin)
- Flavonoid, Fenolik, Saponin, dll.
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(Invitro)
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Target protein ATP-dependent RNA helicase

v

Potensi pengembangan Senna multijuga sebagai agen antifungi
melalui pendekatan in silico

Gambar 1. Diagram alir kerangka pemikiran



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tanaman Hujan Emas (Senna multijuga)

Tanaman hujan emas (Senna multijuga) berbentuk pohon sedang dan ramping 6—
15 meter dengan tajuk melebar. Daun tanaman berwarna hijau tua bertipe
majemuk menyirip dan berseling serta tumbuh hingga 30 cm. Bentuk anak daun
oval memanjang dengan ujung daun membulat. Jumlah anak daun 25-33 pasang
yang berlawanan atau berseling dengan ukuran dan jumlah yang bervariasi. Biji
dihasilkan dalam polong yang sempit, padat, lonjong, pipih dengan lebar 1 sampai
2 cm berisi 20 sampai 32 biji, dengan lapisan luar biji berwarna abu-abu
kecoklatan pucat. Tanaman ini, berasal dari daerah tropis lembab di Amerika
Latin dan daerah tropis di seluruh dunia, termasuk Indonesia, Afrika, India, Cina,

Australia, dan Hawaii (Carvalho, 2004).

Umumnya genus Senna dapat dijadikan obat herbal dengan cara maserasi,
rebusan, infus, eksudat atau rendaman kulit tanaman digunakan sebagai bahan
terapi (Oladeji dkk., 2020). Beberapa spesies Senna spp. telah dikembangkan
karena keragaman structural molekul bioaktif aktivitas biologis dan farmakologis
yang terdapat pada akar, kulit kayu, kulit, daun, biji dan buah. Menurut Ibrahim
dan Islam (2014), studi farmakologi terbaru bahwa ekstrak kasar, fraksi atau
metabolit terisolasi dari genus Senna memiliki sifat antimalaria, antidiabetik,
antimikroba, antioksidan, antiinflamasi, analgesik, antitumor, antinosiseptif, dan
antikanker. Senna sp. memiliki sejumlah besar fitokonstituen antrakuinon,

flavonoid, terpenoid, minyak

Senyawa fenolik merupakan fitokonstituen yang melimpah dalam genus Senna

atsiri, antron, alkaloid, tanin, polifenol, glikosida, steroid dan saponin diisolasi



dari beberapa Senna sp. (Bene et al., 2019). Tanaman Hujan Emas dapat dilihat
pada Gambar 2 oleh Irwin dan Barneby (1982).

Divisi
Class
Ordo
Famili
Genus
Spesies

(d) () (®
Gambar 2. Tanaman hujan emas (Senna multijuga)
Keteranga : (@) kenampakan pohon, (b) percabangan, (c) daun, (d) bunga, (e)
kelopak bunga, (f) buah (polong)
Sumber : Irwin dan Barneby (1982)

: Magnoliophyta (Angiospermae)

: Magnoliatae (Dicotiledone)

: Fabales

: Caesalpiniaceae (Leguminosae caesalpinioideae).
: Senna

: Senna multijuga

(Carvalho, 2004)



2.2. Aktivitas Biologi Tanaman Hujan Emas

Tanaman Senna sp. memiliki kandungan akaloid piperidin (88) yang terdapat
pada daun Senna racemosasecara secara signifikan menghambat pertumbuhan
isolat bakteri dan jamur Staphylococcus aureu dan S. subtilis MIC (minimum
inhibitory concentration) 2,5 mg/mL dan jamur Candida albicans (MIC 5,0
mg/mL) (Sansores-Peraza dkk., 2000). Senyawa fenolik (8-19) terisolasi dari
Senna sp. secara signifikan menghambat pertumbuhan mikroba yang diuji. Selain
itu, ekstrak dan fraksi kaya flavonoid dinilai pada isolat jamur. ekstrak etanol S.
multijuga memberikan aktivitas penghambatan yang kuat (MIC 5,9 hingga 23,4
mg/mL), fraksi etil asetat menunjukkan aktivitas penghambatan yang signifikan
terhadap C. glabrata (MIC 5,9 mg/L), C. tropis dan C. albicans (MIC 23,4
mg/mL), sedangkan terhadap amfoterisin B menunjukkan aktivitas sedang (MIC

0,1-0,2 mg/mL) (Nascimento dkk., 2020).

Aktivitas yang dihasilkan kulit tanaman S. mul/tijuga berhubungan dengan
kandungan senyawa fenolik dan flavonoidnya. Sejumlah besar senyawa fitokimia
yang terdapat pada tumbuhan S. multijuga adalah antrakuinon, flavonoid,
terpenoid, minyak atsiri, antron, alkaloid, tanin, polifenol, glikosida, steroid dan
saponin diisolasi dari beberapa Senna spp. (Bene et al., 2019). Spesies yang
termasuk dalam genus Senna terkenal karena berbagai aplikasinya dalam
pengobatan tradisional dan sebagai sumber alkaloid, termasuk yang termasuk
dalam kelas piperidin dan piridin, yang menunjukkan berbagai aktivitas biologis.
Ekstrak S. multijuga telah digunakan dalam pengobatan di Brazil. Beberapa
pengobatan yang telah di kembangkan dalam pemanfaatan senyawa aktif pada S.
mutijuga yaitu infeksi mata dan kulit, yang memberikan bukti potensi sifat
antimikroba. Studi fitokimia telah menunjukkan adanya glikosida flavonoid dan
alkaloid piridin pada spesies ini, dan fraksi etil asetat tanaman ini menunjukkan

aktivitas penghambatan asetilkolinesterase (AChE) (Francisco ef al., 2012).
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2.3. Ganoderma boninense

Jamur Ganoderma adalah jenis jamur yang dikenal dengan nama lain Reishi atau
Lingzhi. Habitat alami jamur ini biasanya terdapat di hutan-hutan subtropis dan
tropis di seluruh dunia, terutama di Asia Timur. Mereka tumbuh dengan baik di
lingkungan yang lembab dan teduh, sering ditemukan di dekat pohon-pohon kayu
keras seperti kayu manis, atau pohon cemara. Ganoderma juga dapat hidup dalam
kondisi yang agak terpapar sinar matahari, tetapi tidak secara langsung. Tubuh
jamur ini memiliki ciri khas berbentuk seperti kipas dengan permukaan yang
keras dan berwarna cokelat tua hingga hitam. Ganoderma dapat tumbuh cukup
besar, dengan diameter mencapai beberapa puluh sentimeter. Masa pertumbuhan
jamur ini bisa bervariasi tergantung pada kondisi lingkungan dan jenis
substratnya. Jaringan tubuh buah terdiri atas benang-benang jamur yang ujung
spora terpancung, mempunyai dinding dalam coklat kekuningan dan mempunyai
tonjolan- tonjolan. Sifat ini merupakan sifat khas marga jamur Ganoderma
(Hidayati dan Nurrohmah, 2015). Jamur Ganoderma boninense dapat dilihat pada
Gambar 3.

o £ il \“\""T“\" \. AN A X
Gambar 3. Jamur Ganoderma boninense menyerang tanaman kelapa sawit
Sumber: Utomo et al. (2024)

Menurut Susanto (2011), klasifikasi Ganoderma sebagai berikut:

Divisio : Basidiomycota
Class : Agaricomycetes
Ordo : Polyporales
Famili : Ganodermataceae
Genus . Ganoderma

Spesies : Ganoderma boninense
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G. boninense merupakan jenis jamur famili Ganodermataceae, dengan kelas
Basidiomycetes. Jamur ini biasanya hidup di tanah, memiliki sifat parasit dan
saprophitik yang menarik karena dua efek yang saling bertentangan yaitu efek
berbahaya dan bermanfaat. Sebagai parasit tanaman, jamur G. boninense dapat
menyebabkan busuk akar dan batang pada perkebunan tanaman tropis yang
menyebabkan kerugian. Jamur ini juga dikenal sebagai jamur pelapuk putih yang
menyebabkan busuk kayu dengan menghancurkan lignin. Badan buah jamur G.
boninense memiliki basidiokarp berbentuk seperti kipas, bergelombang, terdapat
lingkaran tahunan, permukaannya memiliki warna coklat keunguan pada bagian
tepi berwarna putih. Bagian bawah badan buah jamur G. boninense berwarna
putih kekuningan dan memiliki pori-pori. karakteristik morfologi isolat jamur G.
boninense berwarna putih dengan tekstur kasar, tekstur permukaan berombak

(Fitriani dkk., 2017).

Jamur Ganoderma adalah patogen utama yang menyebabkan penyakit busuk
btang pada pohon sawit. Jamur ini menyerang jaringan kayu, menyebabkan
pembusukan dan akhirnya kematian tanaman. Proses infeksi dimulai dengan
spora jamur yang masuk ke dalam jaringan melalui luka atau cacat pada kulit.
Kemudian, jamur ini tumbuh dan berkembang di dalam jaringan kayu, memicu
pembusukan yang mengurangi kemampuan pohon untuk menyerap air dan nutrisi.
Infeksi yang parah dapat menyebabkan robohnya pohon sawit dan kerugian besar
dalam produksi kelapa sawit. Pertumbuhan Ganoderma dimulai dari spora yang
tersebar di udara dan menetap di permukaan substrat yang cocok, seperti kayu
mati atau kulit pohon yang terluka. Ketika spora menemukan kondisi yang sesuai,
mereka mulai berkembang menjadi miselium, yaitu jaringan benang halus yang
tumbuh di dalam substrat. Miselium Ganoderma akan berkembang dan menyebar
di sekitar substrat, menguraikan bahan organik dan mendapatkan nutrisi yang
diperlukan untuk pertumbuhannya. Ganoderma termasuk kelompok jamur
makroskopis atau makrofungi (Basidiomycota) merupakan kelompok utama
organisme pendegradasi lignoselulosa karena mampu menghasilkan enzim-enzim
pendegradasi lignoselulosa seperti selulase, ligninase, dan hemiselulose (Munir,

2006).
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2.4 Metode Ekstraksi

2.4.1 Ekstraksi

Ekstraksi perupakan pengambilan kandungan kimia yang dapat larut dalam
pelarut tertentu sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut. Simplisia
yang telah mengalami proses difraksi mengandung berbagai senyawa, baik yang
dapat larut maupun yang tidak dapat larut, seperti serat, karbohidrat, protein, dan
senyawa lainnya. Senyawa-senyawa aktif yang ditemukan dalam simplisia sering
kali termasuk ke dalam golongan minyak atsiri, alkaloid, flavonoid, dan berbagai
golongan lainnya. Pengetahuan tentang senyawa aktif yang terkandung dalam
simplisia menjadi sangat penting, karena hal ini dapat mempermudah dalam
menentukan jenis pelarut serta metode ekstraksi yang paling sesuai untuk

mendapatkan hasil yang optimal (Tiwari ef al., 2011).

Terdapat beragam metode ekstraksi dalam dunia fitokimia yang dapat
mempengaruhi kualitas serta kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak yang
dihasilkan. Faktor-faktor seperti jenis metode ekstraksi, durasi, suhu, konsentrasi
pelarut, serta polaritas pelarut merupakan variabel penting yang perlu diperhatikan
untuk mendapatkan ekstrak dengan kualitas terbaik (Tiwari et al., 2011).
Beberapa metode ekstraksi yang umum digunakan mencakup maserasi, infus,
destruksi, dekoksi, perkolasi, dan soxhlet. Selain itu, terdapat juga metode
ekstraksi alkohol berair yang difermentasi, ekstraksi arus balik, sonikasi atau
ekstraksi ultrasonik, hingga ekstraksi cairan superkritis, yang masing-masing
memiliki kelebihan dan kekurangan tergantung pada jenis simplisia dan senyawa

yang diinginkan (Hastari, 2012).

Maserasi merupakan tahap pengekstrakan simplisia memakai pelarut
menggunakan beberapa kali pengocokan, pengadukan atau pencampuran dalam
suhu kamar. Keuntungan dalam ekstraksi menggunakan cara maserasi yaitu
pengerjaan dan alat-alat yg digunakan sederhana, sedangkan kerugiannya yaitu
dari cara pengerjaannya atau prosesnya yang lama karena membutuhkan pelarut

yang cukup besar atau banyak dan penyaringan kurang sempuma. Proses
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maserasi di lakukan dengan cara ekstrak cairan, bubuk halus atau kasar dari
tanaman obat yang berhubungan dengan menggunakan pelarut disimpan pada
wadah tertutup untuk periode tertentu menggunakan pengadukan yang sering,
hingga zat eksklusif dapat terlarut. Metode ini paling cocok dipakai untuk

senyawa yang termolabil (Tiwari ef al., 2011).

Fraksinasi adalah metode pemisahan campuran menjadi beberapa fraksi yang
berbeda berdasarkan sifat fisik dan kimia senyawa yang ada di dalamnya. Prinsip
dasar fraksinasi adalah pemisahan senyawa berdasarkan tingkat kepolaran dan
perbedaan bobot jenis antara dua fraksi. Proses ini sering dilakukan dengan
menggunakan pelarut yang saling tidak tercampur, sehingga senyawa dengan
kepolaran yang sama dapat larut dalam pelarut yang sesuai. Fraksinasi cair-cair
dilakukan dengan cara campuran diekstraksi dengan dua pelarut yang berbeda
kepolarannya. Misalnya, air (polar) dan n-heksan (nonpolar) senyawa polar akan
larut dalam air, sementara senyawa nonpolar akan larut dalam n-heksan. Pelarut
yang digunakan dipilih berdasarkan sifat senyawa yang ingin diekstrak.
Contohnya, etanol digunakan untuk mengekstrak senyawa polar, sedangkan etil

asetat dapat digunakan untuk senyawa semi-polar (Pratiwi dkk., 2016).

2.4.2. Pelarut

Pelarut adalah zat cair yang memiliki kemampuan untuk melarutkan zat lain,
terutama yang berbentuk padatan, tanpa menyebabkan perubahan kimia pada zat-
zat tersebut. Ketika suatu zat padat larut dalam pelarut, molekul-molekul dari zat
tersebut tersebar di antara molekul-molekul pelarut, membentuk suatu campuran
homogen yang dikenal sebagai larutan. Proses pelarutan ini terjadi karena adanya
gaya tarik menarik antar molekul, di mana molekul-molekul pelarut dan zat
terlarut saling berinteraksi dan terikat melalui gaya antar molekul. Gaya tarik ini
memainkan peran penting dalam pembentukan larutan dan kestabilan zat di
dalamnya. Pelarut merupakan zat cair yang berfungsi melarutkan zat terlarut
(solute) untuk membentuk larutan homogen, dan banyak digunakan dalam

berbagai proses kimia, biologis, serta industri, termasuk formulasi obat dan
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ekstraksi senyawa bioaktif. Pelarut memiliki peran penting dalam mempengaruhi
interaksi antar molekul dan kelarutan senyawa, tergantung pada sifat polaritasnya.
Selain itu, pemilihan pelarut yang tepat dapat menentukan efisiensi proses

ekstraksi atau reaksi kimia yang berlangsung (Manikandan ez al., 2020).

Pelarut diklasifikasikan berdasarkan sifat kepolaran, yang mempengaruhi
kemampuan untuk melarutkan berbagai jenis zat. Tiga jenis utama pelarut
berdasarkan kepolarannya: pelarut polar, semi-polar, dan non-polar. Pelarut polar,
seperti air, cenderung melarutkan zat-zat yang juga bersifat polar, sementara
pelarut non-polar, seperti minyak, lebih efektif melarutkan zat-zat non-polar.
Pelarut semi-polar berada di antara kedua ekstrem ini, mampu melarutkan zat
dengan kepolaran sedang. Pemahaman tentang jenis-jenis pelarut ini sangat
penting dalam berbagai aplikasi ilmiah dan industri, terutama dalam proses

ekstraksi dan pemisahan zat (Wardhani dan Sulistyani, 2012).

Etil asetat merupakan pelarut yang bersifat semi polar sehingga dapat menarik
senyawa yang bersifat polar maupun nonpolar, memiliki toksisitas rendah, dan
mudah diuapkan (Wardhani dan Sulistyani, 2012). Etil asetat adalah jenis ester
yang paling banyak ditemui pada golongannya. Etil asetat dapat diperoleh
melalui reaksi esterifikasi dengan mereaksikan etanol dengan asam asetat
menggunakan katalis untuk mempercepat reaksi pembentukan ester. Etil asetat
(ethyl acetate, CH;:COOCH2CH3) merupakan pelarut semi-polar dengan konstanta
dielektrik sebesar 6.02, menjadikannya efektif untuk mengekstraksi senyawa
fenolik, flavonoid, dan alkaloid semi-polar (Sasidharan et al., 2011). Etil asetat
bersifat mudah menguap, memiliki titik didih sekitar 77.1°C, dan pH netral
(sekitar 7), sehingga sering digunakan dalam fraksinasi ekstrak kasar serta dalam
pemisahan senyawa berdasarkan polaritas menengah (PubChem, 2023a).
Kelebihan pelarut ini juga terletak pada kemampuannya melarutkan senyawa
ester, asam organik, serta senyawa aromatik dalam jumlah sedang.Etil asetat
diketahui memiliki banyak kegunaan serta target pasar yang cukup luas, seperti
pemberi aroma dan rasa buah pada industri makanan dan parfum, industri cat dan

tinta, plastik, PVC, dan lain sebagainya (Mailani dan Pratiwi, 2021). Adapun
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fungsi etil asetat dalam penggunaan ekstraksi yaitu karena etil setat memiliki
pelarut toksisitas rendah yang bersifat semi polar sehingga dapat menarik senyawa
yang besifat polar maupun non polar (Putri dkk., 2013). Struktur kimia senyawa

etil asetat dapat dilihat pada Gambar 4.

\/0

O

Gambar 4. Struktur formula etil asetat

Kloroform atau yang dikenal sebagai triklorometana adalah senyawa yang tidak
berawarna, berbentuk cairan, beraroma manis, dengan rumus CHCL3/Kloroform
atau triklorometana. Senyawa ini sering digunakan dalam berbagai proses
industri termasuk sebagai pelarut. Menurut Nafisah dkk. (2014), pelarut
kloroform dapat menarik senyawa fenolik dan steroid kloroform (CHCIs) adalah
pelarut non-polar hingga semi-polar dengan konstanta dielektrik 4,81. Kloroform
sering digunakan untuk mengekstraksi lipid, alkaloid bebas, dan senyawa
terpenoid non-polar dari bahan alami (Handa et al., 2008). Kloroform memiliki
titik didih rendah, sekitar 61,2°C, dan cenderung bersifat asam lemah dengan pH
sekitar 5,5. Penggunaannya banyak diterapkan pada proses ekstraksi berlapis atau
pemisahan senyawa bioaktif yang larut dalam pelarut organik non-polar
(ChemSpider, 2025). Meskipun efektif, penggunaan kloroform harus dibatasi
karena bersifat toksik dan berpotensi karsinogenik.. Struktur kimia senyawa

kloroform dapat dilhat pada Gambar 5.
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Gambar 5. Struktur formula Kloroform

Metanol merupakan pelarut yang dapat melarutkan beberapa kandungan metabolit
sekunder seperti alkaloid, terpenoid, tannin, flavonoid, dan polifenol. Metanol
merupakan senyawa polar. Metanol (MeOh atau CHsOH) merupakan pelarut
polar protik dengan konstanta dielektrik tinggi yaitu 32.6, sangat efektif untuk
mengekstraksi senyawa polar seperti saponin, flavonoid, fenol, dan glikosida
(Harborne, 1998). Metanol bersifat hidrofilik dan dapat melarutkan komponen
polar karena adanya gugus hidroksil yang membentuk ikatan hidrogen dengan
senyawa target. Titik didihnya relatif rendah, yaitu 64.7°C, dengan pH netral
(sekitar 7) bila tidak terkontaminasi air atau zat lain (PubChem, 2025).
Keunggulan metanol sebagai pelarut adalah kemampuannya mengekstraksi
senyawa dalam jumlah tinggi, meskipun penggunaannya harus dibatasi karena
toksisitasnya. Selain itu, metanol dapat menghambat reaksi oksidasi polifenol
yang dapat menyebabkan oksidasi fenolat dan memudahkan saat penguapan
ketika dievaporasi menggunakan rotary evaporator. Struktur kimia senyawa

metanol dapat dilihat pada Gambar 6.

H

~
’ C

Gambar 6. Struktur formula methanol
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Heksana (n-hexane, CsHi4) adalah pelarut non-polar dengan konstanta dielektrik
sangat rendah (1,89), digunakan terutama untuk ekstraksi senyawa lipofilik seperti
minyak atsiri, sterol, asam lemak, dan hidrokarbon (Mandal et al., 2007). Titik
didih heksana berkisar antara 68,7°C hingga 69,0°C dan memiliki pH netral.
Karena sifat non-polarnya, heksana tidak dapat mengekstraksi senyawa polar,
sehingga sering dipakai pada tahap awal ekstraksi untuk menghilangkan
komponen lemak dan lilin dari sampel (ChemSpider, 2025). Penggunaan heksana
perlu pengawasan karena mudah menguap dan bersifat neurotoksik.

Keempat pelarut tersebut digunakan secara selektif atau kombinatif dalam metode
ekstraksi berurutan (sequential extraction), agar dapat memisahkan senyawa
bioaktif berdasarkan tingkat polaritasnya. Pemahaman karakteristik fisikokimia
pelarut menjadi landasan penting dalam optimalisasi ekstraksi bahan alam untuk

keperluan farmakologi atau fitokimia. Struktur n-Heksan dapat dilihat pada

Gambar 7.

Gambar 7. Struktur n-Heksan

Campuran etil asetat dan heksana sering digunakan dalam teknik kromatografi
kolom karena kombinasi kedua pelarut ini memungkinkan pemisahan senyawa
berdasarkan perbedaan polaritasnya secara lebih efektif. Heksana merupakan
pelarut non-polar dengan konstanta dielektrik rendah (~1,89), sedangkan etil
asetat memiliki polaritas menengah (konstanta dielektrik ~6.02). Ketika dicampur
dalam berbagai rasio, keduanya menciptakan gradien polaritas yang dapat diatur
secara fleksibel untuk memfasilitasi pemisahan senyawa dari ekstrak kompleks.
Senyawa non-polar cenderung akan keluar terlebih dahulu dari kolom ketika
pelarut lebih dominan heksana, sementara senyawa yang lebih polar akan terelusi
saat kandungan etil asetat ditingkatkan dalam campuran (Yadav et al., 2022).
Pendekatan ini mendukung pemisahan senyawa secara efisien karena perubahan
bertahap polaritas eluen dapat meminimalkan koelusi antar senyawa,

meningkatkan resolusi, dan memungkinkan pemurnian senyawa target secara
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selektif. Selain itu, kedua pelarut ini mudah menguap dan kompatibel dengan
banyak sistem deteksi, seperti spektrofotometri atau bioassay, sehingga sangat
disukai dalam pemurnian senyawa bioaktif dari ekstrak tumbuhan (Gupta et al,,

2020).

2.5. Kolom Kromatografi

Kromatografi adalah proses pemisahan yang tergantung pada perbedaan distribusi
campuran komponen antara fase gerak dan fase diam. Fase diam dapat berupa
pembentukan kolom dimana fase gerak dibiarkan untuk mengalir (kolom
kromatografi) atau berupa pembentukan lapis tipis dimana fase gerak dibiarkan
untuk naik berdasarkan kapilaritas (kromatografi lapis tipis). Senyawa yang
berinteraksi lemah dengan fase diam akan bergerak lebih cepat melalui sistem
kromatografi. Senyawa dengan interaksi yang kuat dengan fase diam akan

bergerak sangat lambat (Christian, 2016).

Solven murni atau system solven tunggal dapat digunakan untuk mengelusi semua
komponen. Pada elusi gradien, kepolaran system solven ditingkatkan secara
perlahan dengan meningkatkan konsentrasi solven ke yang lebih polar. Pemilihan
solven elusi tergantung pada jenis adsroben yang digunakan dan kemurnian
senyawa yang dipisahkan. Solven harus mempunyai kemurnian yang tinggi
karena keberadaan seperti air, alkohol, atau asam pada solvent yang kurang polar
akan menggangu aktivitas adsorben (Braithwaite, 2015). Silika gel adalah fase
diam (adsorben) yang paling sering digunakan untuk pemisahan produk alam
(Cannel, 2017). Banyaknya adsorben yang digubakan bergantung pada tingkat
kesulitan pemisahan dari suatu senyawa dan jumlah sampel yang akan dipisahkan.
Secara umum, tiap gram sampel yang dipisahkan membutuhkan adsorben 30-50 g.
Jika pemisahan yang dilakukan cukup sulit, jumlah adfsorben yang dibutuhkan
dapat mencapai 200 g. Jumlah adsorben yang dibutuhkan lebih sedikit untuk
pemisahan senyawa-senyawa yang perbedaan kepolaraannya cukup besar

(Kristanti dkk., 2018). Proses kolom kromatografi dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Pross kolom kromatografi
Sumber: Dokumen pribadi

Permukaan silika gel memiliki gugus silanol yang berperan penting dalam proses
pemisahan senyawa. Gugus silanol ini mengandung gugus hidroksil, yang dikenal
sebagai pusat aktif pada silika gel. Gugus hidroksil tersebut memiliki potensi
tinggi untuk membentuk ikatan hidrogen yang kuat dengan senyawa-senyawa
yang akan dipisahkan, terutama dengan senyawa yang berfungsi sebagai donor
hidrogen. Contoh senyawa-senyawa tersebut meliputi alkohol, fenol, amina,
amida, dan asam karboksilat (Palleros, 2014). Oleh karena itu, semakin kuat
kemampuan suatu senyawa untuk membentuk ikatan hidrogen, semakin kuat pula

senyawa tersebut tertahan pada silika gel selama proses pemisahan.

Kekuatan ikatan antara senyawa dengan silika gel sangat bergantung pada
polaritas fase gerak yang digunakan. Solven dengan kemampuan ikatan hidrogen
yang kuat cenderung lebih efektif dalam mengelusi senyawa polar yang
teradsorpsi pada kolom silika gel. Hal ini berarti bahwa pemilihan solven atau
eluen yang tepat sangat penting untuk memastikan keberhasilan proses
pemisahan. Seperti yang dinyatakan oleh Cannel (2017), eluen dengan
kemampuan ikatan hidrogen yang baik akan lebih efektif dalam melepaskan
senyawa polar dari kolom silika gel. Adapun pengisian adsorben dalam kolom
dapat dilakukan dengan dua metode utama, tergantung pada kebutuhan dan tujuan

dari proses pemisahan tersebut.
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1. Pengisisan cara basah

Pengisian kolom dengan metode basah dilakukan dengan mencampurkan
adsorben dengan eluen yang akan digunakan dalam proses elusi. Campuran ini
harus dibuat dengan kekentalan tertentu sehingga dapat dengan mudah dituangkan
ke dalam kolom. Proses pencampuran dilakukan secara bertahap, di mana
adsorben ditambahkan ke pelarut sedikit demi sedikit untuk menghindari
terbentuknya gumpalan di dalam campuran. Setelah campuran mencapai
kekentalan yang diinginkan, campuran tersebut dimasukkan ke dalam kolom
menggunakan corong. Selama proses ini, dinding kolom diketuk secara perlahan
untuk memastikan lapisan adsorben terbentuk secara merata, mampat, dan bebas

dari gelembung udara yang dapat mengganggu proses elusi (Kristanti dkk., 2018).

Setelah campuran adsorben berhasil dimasukkan, kran di bagian bawah kolom
dibuka untuk mengeluarkan pelarut berlebih. Proses ini diulang hingga semua
adsorben yang dibutuhkan untuk elusi masuk ke dalam kolom. Langkah
selanjutnya adalah menunggu hingga cairan yang berada di atas lapisan adsorben
menjadi jernih, yang menandakan bahwa adsorben telah tersusun dengan baik dan
siap untuk digunakan dalam proses elusi lebih lanjut. Proses ini penting untuk
memastikan bahwa elusi berjalan dengan optimal, tanpa gangguan dari gumpalan
atau gelembung udara yang dapat mempengaruhi aliran eluen melalui kolom

(Kristanti dkk., 2018).

2. Pengisisan cara kering

Eluen yang akan digunakan untuk proses elusi diisi ke dalam kolom hingga
mencapai 2/3 dari kapasitas kolom tersebut. Adsorben yang telah dipilih
kemudian ditambahkan ke dalam kolom secara perlahan. Sambil memasukkan
adsorben, dinding kolom diketuk-ketuk perlahan untuk memastikan adsorben
masuk dengan rata tanpa ada yang menggumpal. Setelah itu, kran pada bagian
bawah kolom dibuka untuk mengalirkan semua pelarut keluar, sehingga adsorben

dapat masuk sepenuhnya ke dalam kolom.
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Setelah adsorben terdistribusi merata dalam kolom, kolom dibiarkan beberapa saat
hingga cairan di atas adsorben menjadi jernih. Hal ini menunjukkan bahwa
adsorben telah tersusun dengan baik dan siap untuk digunakan dalam proses
selanjutnya. Penting untuk selalu menjaga agar jumlah eluen atau pelarut tetap
berada di atas permukaan adsorben selama proses berlangsung, agar proses elusi
dapat berjalan dengan efektif (Kristanti dkk., 2018). Semua Fraksi hasil
pemisahan kromatografi kolom selanjutnya dianalisis menggunakan kromatografi
lapis tipis untuk melihat noda dengan Rf yang sama. Fraksi-fraksi dengan noda
yang sama pada kromatografi lapis tipis digabung dan divapkan pelarutnya
(Saleh, 2017).

2.6. Uji In vitro

Uji in vitro merupakan metode eksperimental yang dilakukan di luar organisme
hidup, biasanya dalam lingkungan laboratorium menggunakan media buatan
seperti cawan petri, tabung reaksi, atau mikroplate. Pendekatan ini digunakan
untuk mengamati secara langsung aktivitas biologis senyawa terhadap
mikroorganisme atau sel target dengan kontrol yang tinggi terhadap variabel
lingkungan (Freshney, 2010). Uji in vitro menjadi penting karena memberikan
gambaran awal tentang efektivitas dan toksisitas senyawa sebelum dilakukan uji
lanjutan pada organisme hidup. Manfaat utamanya yaitu efisiensi dalam biaya
dan waktu, serta kemampuan mengidentifikasi potensi aktivitas antimikroba atau
antifungi dari suatu senyawa secara spesifik dan terukur (Krewski et al., 2010).
Tujuan dari pengujian ini adalah untuk menyaring kandidat senyawa aktif yang
memiliki potensi sebagai agen terapeutik atau pestisida hayati secara cepat dan

akurat.

Berbagai penelitian telah di kembangkan untuk menghambat pertumbuhan jamur
Ganoderma. Berdasarkan penelitian Agustina (2020), asap cair 5-20% dalam
PDA dapat menghambat pertumbungan Ganoderma yang diinkubasi selama 14
hari dengan rerata koloni jamur berdiameter 1 cm. Asap cair mengandung
senyawa fenol seperti : Phenol, 2-ethylphenol, 3 Methylphenol, 2,6-
Dimethylphenol, 2,4-Dimethylphenol, dan 3-hylphenol yang merupakan senyawa



22

anti mikroba sehingga dapat menghambat pertumbuhan Ganoderma. Selain itu
berdasarkan penelitian Mahmud dkk. (2023) ekstrak daun pepaya 4% dalam
media PDA dapat menghambat pertumbuhan Ganoderma sp. 65,47%. Hal ini
disebabkan ekstrak daun papaya mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, tannin
dan saponin yang dpat menghambat pertumbungan Ganoderma sp. Oleh sebab
itu tanaman S. multijuga yang memiliki kandugan antrakuinon, flavonoid,
terpenoid, minyak atsiri, antron, alkaloid, tanin, polifenol, glikosida, steroid dan

saponin memiliki potensi sebagai anti jamur pada G. boninense.

Kriteria tubuh buah yang diambil digunakan dalam pengujian bioassay yaitu
masih muda dan segar, berdiameter 1 - 1,5 cm, dan berwarna putih terletak di
bagian pangkal kulit kelapa sawit. Prosedur melakukan bioassay jamur G.
boninense yaitu tubuh buah dipotong kecil-kecil dengan menggunakan pisau yang
telah disterilkan dengan ukuran 1 cm x 1 cm. Lapisan tubuh buah yang paling
luar dikikis dengan ketebalan 1 mm, kemudian direndam di dalam larutan clorox
(NaOCl) 10% selama 10 menit. Setelah itu, tubuh buah dicuci dengan air bersih
untuk menghilangkan residu larutan. Tubuh buah yang telah disterilkan
diinokulasi ke dalam petri PDA (Potato Dextrose Agar) steril dengan
menggunakan pinset. Setelah selesai diinokulasi biakan diinkubasi pada suhu
kamar, sampai 2 minggu, hingga seluruh permukaan medium tertutupi oleh

miselium Ganoderma (Aditya dkk., 2024).

2.7. Uji In silico

Pendekatan in silico merupakan metode bioinformatika yang digunakan secara
luas dalam studi penemuan dan pengembangan obat berbasis senyawa alami
maupun sintetis. Istilah in silico merujuk pada simulasi komputer yang bertujuan
memprediksi aktivitas biologis suatu senyawa, termasuk interaksinya dengan
target protein spesifik. Metode ini memungkinkan proses penyaringan awal
kandidat senyawa secara efisien dan hemat biaya sebelum dilakukan uji
eksperimental (in vitro maupun in vivo) (Jantan ef al., 2018). Konteks

pengendalian patogen tanaman menunjukkan bahwa pendekatan in silico menjadi
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alternatif dalam mengidentifikasi senyawa antifungi potensial yang berasal dari

sumber alam.

Salah satu teknik utama dalam pendekatan in silico ialah molecular docking, yaitu
simulasi interaksi antara molekul kecil (ligan) dan makromolekul target
(umumnya protein). Prinsip kerjanya terletak pada prediksi orientasi terbaik ligan
saat berikatan dengan situs aktif protein serta perhitungan energi ikatan atau
binding affinity (Morris et al., 2009). Nilai energi yang lebih negatif
menunjukkan potensi interaksi yang lebih kuat dan stabil. Hasil dari simulasi ini
juga memberikan informasi mengenai jenis interaksi, seperti ikatan hidrogen,
gaya van der Waals, dan interaksi elektrostatik, yang berperan penting terhadap

aktivitas biologis senyawa tersebut.

Aplikasi teknik molecular docking memerlukan data struktur tiga dimensi dari
ligan dan protein target. Struktur ligan umumnya diperoleh melalui basis data
kimia seperti PubChem, sedangkan struktur protein target tersedia melalui Protein
Data Bank (PDB) atau dapat diprediksi menggunakan perangkat lunak seperti
AlphaFold, Swiss-Model, atau I-TASSER apabila belum tersedia (Kim ez al.,
2023). Proses prediksi target biologis suatu senyawa berdasarkan struktur
kimianya juga dapat dilakukan dengan bantuan perangkat seperti SuperPred dan
SwissTargetPrediction (Nickel et al., 2014). Keberadaan perangkat tersebut
sangat membantu dalam mengarahkan penelitian ke target protein yang relevan

secara biologis maupun fungsional.

Keunggulan utama dari pendekatan in silico terletak pada kemampuannya
menganalisis berbagai senyawa secara paralel melalui proses virtual screening.
Pendekatan ini telah diaplikasikan dalam studi antifungi, khususnya untuk
menyaring senyawa tanaman obat yang memiliki potensi menghambat enzim
penting dalam siklus hidup jamur, seperti B-glukan sintase, lakase, dan lignin
peroksidase (Putri et al., 2022). Korelasi yang baik antara hasil in silico dan uji in
vitro turut memperkuat validitas metode ini sebagai tahap awal pengembangan

fitofarmaka.
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Keseluruhan proses in silico kini menjadi bagian integral dari riset modern,
termasuk eksplorasi senyawa antifungi berbasis tumbuhan. Integrasi teknik
molecular docking, basis data kimia, serta prediksi target biologis memungkinkan
proses penemuan agen antimikroba berlangsung secara lebih efisien, terarah, dan

berkelanjutan.

2.7.1. Ligan dan Protein Target

Ligan atau senyawa aktif merupakan komponen penting dalam studi molecular
docking karena berperan sebagai molekul kecil yang berinteraksi dengan target
protein untuk membentuk kompleks stabil melalui ikatan non-kovalen seperti
ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan gaya van der waals. Pemilihan ligan
yang tepat sangat menentukan keberhasilan proses docking karena afinitas dan
spesifisitas ligan terhadap reseptor dapat mempengaruhi potensi terapeutik
senyawa tersebut (Khan et al., 2021). Studi terbaru banyak memanfaatkan
senyawa bioaktif dari sumber alami seperti flavonoid, alkaloid, dan terpenoid
sebagai ligan potensial karena keragaman struktur kimia dan aktivitas biologisnya
yang luas (Singh et al., 2022). Pemanfaatan teknologi in silico seperti molecular
docking telah menjadi pendekatan awal yang efisien untuk menyaring ribuan
senyawa aktif sebelum dilakukan uji laboratorium lebih lanjut (Zhao et al., 2023).
Validasi struktur ligan juga penting dilakukan menggunakan basis data seperti
PubChem dan pengoptimalan geometri dengan perangkat lunak seperti Gaussian
atau Avogadro sebelum proses docking dilakukan (Ramesh ef al., 2020). Struktur

Ligan dan protein yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar
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(a) (b)
Gambar 9. Ligan dan protein
(a) Struktur 3D Difenoconazole (b) struktur ATP-dependent RNA helicase
Sumber : PubChem (2025) dan UniProt (2025).

Gambar 9 menunjukkan struktur 3D (a) difenoconazole, dan (b) ATP-dependent
RNA helicase. difenoconazole merupakan senyawa yang komersial sebagai Score
250 EC, merupakan fungisida golongan triazol dan termasuk dalam kelompok
DMI (demethylation inhibitors). Difenoconazole pada penelitian ini digunakan
sebagai ligan dalam simulasi molecular docking terhadap ATP-dependent RNA
helicase dari gen Q8Y8NO, yang diidentifikasi pada G. boninense. ATP-
dependent RNA helicase merupakan enzim penting yang berperan dalam berbagai
proses metabolisme RNA seperti replikasi, transkripsi, splicing, translasi, hingga
degradasi RNA. Pada G. boninense, enzim ini berperan vital dalam regulasi
ekspresi gen yang berkaitan dengan pertumbuhan dan patogenisitas jamur. Protein
ini bekerja dengan memanfaatkan energi dari hidrolisis ATP untuk membuka
struktur heliks RNA, yang memungkinkan proses sintesis dan pemrosesan RNA
berjalan secara efisien. Berdasarkan data UniProt (AOASK1JVD1), protein ini
tersusun atas 805 asam amino dan termasuk dalam klasifikasi enzim EC 3.6.4.13
dengan aktivitas katalitik ATP + H.O — ADP + fosfat + H*. Situs aktif enzim ini
memiliki afinitas terhadap ATP dan berpotensi menjadi target pengikatan molekul

kecil (UniProt, 2025).



III. BAHAN DAN METODE

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengujian Mutu Hasil Pertanian dan
Laboratorium bioteknologi, Jurusan Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian,
Universitas Lampung dan Laboratorium Primkoppol Puslabfor Polri (Primer
Koperasi Kepolisian Pusat Laboratorium Forensik Kepolisian Negara Republik

Indonesia) Jawa Barat pada bulan November 2024- Januari 2025.

3.2. Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kulit tanaman hujan
emas, alkohol 96%, alkohol 70%, metanol (MeOH), heksan, alumunium foil, etil
asetat, heksan, kloroform, akuades, aseton, silika gel 60 (0,2-0,5 mm), media

PDA, dan isolat jamur Ganoderma boninense.

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu hotplate, timbangan analitik,
vacum rotary evaporator, cawan petri, laminar air flow, jarum ose, bunsen,
sonicator, inkubator, autoklaf, beaker glass, erlenmayer (pyrex), spatula, pinset,

dan gelas ukur, dan jangka sorong digital.

3.3. Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan perlakuan tunggal yaitu komposisi elusi kolom
kromatografi fraksi etil asetat Kulit Tanaman Hujan Emas. Hasil kolom
kromatografi dengan eluen 100% CHCls 3% MeOH/CHClL 20% MeOH/CHCls
100% MeOH di uji aktivitas antifungi terhadap G. boninense secara in vitro. Hasil
terbaik di lakukan kolom kromatografi untuk mendapatkan snyawa yang lebih
murni (Fraksi 1, 2, 3, 4, 5) kemudian di lakukan pengujian yang dapat

menghambat pertumbuhan G. boninense. Fraksi terbaik dilakukan pengujian
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lebih lanjut terhadap G. boninense pada berbagai konsentrasi yaitu 0 ppm, 0,25
ppm, 0,5 ppm, 0,75ppm, 1ppm, 1,25ppm dan 1,5 ppm pengujian dilakukan secara

duplo. Selanjutnya dilakukan uji insilico pada perlakuan terbaik yaitu Fraksi 1.

3.4. Pelaksanaan Penelitian

3.4.1. Preparasi Sampel

Kultur jamur G. boninense diperoleh dari koleksi Laboratorium Bioteknologi
Jurusan Proteksi Tanaman. Sampel kulit kayu hujan emas (Senna multijuga)
diperoleh dari PT. Sampoerna Agro Tbk. Langkah pertama yaitu kulit tanaman
hujan emas yang diperoleh hingga diperoleh kulit kayu dan kulit kayu hujan emas.
Kulit tanaman hujan emas dipotong kecil-kecil, dikeringkan kemudian ditimbang

sehingga diperoleh 833 g.

3.4.2. Fraksinasi Kulit Hujan Emas

Sebanyak 833 g kulit tanaman hujan emas dilakukan perendaman selama 4
minggu dalam alkohol 96% 2,5 L (perbandingan 1:3). Selanjutnya dilakukan
penyaringan untuk memisahkan filtrat dengan ampas sampel. Filtrat yang
diperoleh dievaporasi dengan rotary evaporator hingga diperoleh konsentrat.
Konsentrat diekstraksi dengan etil asetat dan air dan dipisahkan lapisan etil asetat
dan lapisan air. Lapisan etil asetat selanjutnya di evaporasi dengan rotary
evaporator dan diperoleh residu. Residu di kolom kromatografi dengan silika gel
50 g. Hasil kolom kromatografi terdiri dari beberapa eluen yaitu 100 % CHCls,
3% MeOH/CHCI3, dan 100 % MeOH kemudian di lakukan uji aktivitas senyawa

terhadap jamur G. boninense.

Fraksi dengan eluen 100% CHCIl3 merupakan senyawa dengan daya hambat yang
paling kuat terhadap jamur G. boninense, fraksi kemudian di evaporasi. Residu
yang dihasilkan selanjutnya di kolom kromatografi dengan siliki 25 g dalam 25%
Etil Asetat/Heksan. Kolom kromatografi akan di gabung berdasarkan spot yang
dihasilkan menghasilkan Fraksi 1, 2, 3, 4, dan 5. Sampel fraksi terbaik yang

menghasilkan daya hambat terhadap jamur G. boninense, diuji daya hambat
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dengan perlakuan konsentrasi (0 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 ppm, 1 ppm, 1,25
ppm 1,25 ppmdan 1,5). Proses pembuatan fraksi kulit tanaman hujan mas dapat

dilihat pada diagram alir Gambar 10.

3.5 Uji Aktivitas Antifungi Secara In vitro

3.5.1. Sterilisasi

Seluruh alat yang digunakan dicuci bersih dan dikeringkan. Sterilisasi dilakukan
di dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dan tekanan 15 psi (1 atm).
Tube per 5 mL dan wadah ICU 1000 ditutup mulutnya dengan sumbat kapas
sekaligus pipet untuk mikropipet. Cawan petri dibugkus dengan kertas HVS.

Pinset, jarum ose, bor gabus disterilkan dengan cara memijarkan pada api bunsen.

3.5.2. Pembiakan Isolate Jamur Ganoderma boninense

Biakan jamur G. boninense didapat dengan eksplorasi dari tanaman kelapa sawit
yang ditumbuhi G. boninense. Isolat G. boninense diambil yang masih segar dari
pangkal kulit tanaman kelapa sawit. Tubuh jamur G. boninense lalu dipotong dan
dibawa ke laboratorium. G. boninense kemudian dicuci menggunakan aquades
dan dikeringkan, setelah kering tubuh buah jamur G. boninense kemudian
dipotong dengan ukuran 1x1 cm menggunakan scalper. Kemudian potongan
tubuh buah jamur G. boninense diletakkan di dalam cawan petri yang berisi media
PDA. Tiap cawan petri berisi 3 potongan kulit yang disusun terpisah. Cawan petri

tersebut diinkubasi dalam inkubator pada suhu kamar selama 10 hari.

Miselium jamur yang tumbuh dari tubuh buah diisolasi kembali dengan cara
memindahkan bagian jaringan steril dari tubuh buah ke dalam media Potato
Dextrose Agar (PDA) secara aseptis. Cawan petri yang telah diinokulasi
kemudian diinkubasikan pada suhu kamar 28°C selama beberapa hari hingga
miselium tumbuh dan menyebar memenuhi permukaan media. Isolat murni yang
diperoleh dari hasil isolasi ini selanjutnya digunakan sebagai inokulum dalam

pengujian aktivitas antifungi dari senyawa yang diuji.
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(50 g silica)
[
v v
100 % CHCL || 3% MeOH/CHCL || 20 % MeOH/CHCL [ 100 % MeOH |
v
Evaporasi

(Rotari evaporator)

Residu

v

Kolom Komatografi

(50 g silica, 25% Etil Asetat/Heksan)

v ¥ v ¥
Fraksi 1 || Fraksi 2 || Fraksi3 || Fraksi 4 || Fraksi5
(Spot 1) [| (Spot 2) || (Spot3) || (Spot4) || (Spot5)
l I I I I
| Uji aktivitas anti fungi terbaik |
|
v v v v v v -
Konsentrasi | | Konsentrasi| |[Konsentrasi| |Konsentrasi| |Konsentrasi||Konsentrasi||Konsentrasi
0 ppm 0,25 ppm 0,5 ppm 0,75 ppm 1 ppm 1,25 ppm 1,5 ppm

Gambar 10. Diagram alir pembuatan ekstraksi senyawa Senna multijuga
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3.5.3. Pembuatan Media PDA

Membuat 20 mL PDA tiap cawan petri digunakan sebanyak 19,5 g PDA instan
dan 500 mL aquades, jika 39 g untuk 1 liternya. Selanjutnya dihomogenkan
menggunakan hot plate pada suhu 85°C. Media yang telah dihomogenkan
kemudian ditutup dengan kapas dan alumunium foil, selanjutnya dilakukan
pensterilan di dalam autoclave dengan suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama

15 menit. Proses pembuatan media disajikan pada Gambar 11.

PDA Instan 19,5 g
Aquades 500 ml Dicampurkan

Dihomogenkan
(Hot plate T= 85°C)

Ditutup
(Kapas dan alumunium foil)

Disterilkan
(Autoclave T=121°C, t=15 menit pada tekanan 1 atm)

Media PDA

Gambar 11. Diagram alir pembuatan media PDA
Sumber : Fletcher ef al. (2019)

3.5.4 Pengujian Penghambatan pada Media PDA

Pengujian penghambatan secara in vitro esktrak kulit hujan emas terhadap jamur
G. boninense dilakukan berdasarkan modifikasi metode dari Fletcher ef al. (2019),
yaitu media PDA dicampur dengan ekstrak masing-masing perlakuan dilakukan di
dalam laminar air flow cabinet (LAFC). Aplikasi dengan menuangkan media
PDA dan masing masing perlakuan fraksi etil asetat kulit hujan emas konsentrasi
4 % (Y/,) ke semua cawan petri dengan menggunakan mikro pipet sebanyak 0,8

mL dengan volume akhir 20 mL dan didiamkan sampai media padat. Miselium
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jamur G. boninense diambil dengan cara memotong PDA yang ditumbuhi biakan
murni jamur G. boninense dengan menggunakan bor gabus steril ukuran diameter
0,5 cm, hal ini bertujuan agar pertumbuhan miselium pada media PDA untuk tiap
perlakuan sama. Meselium jamur G. boninense diletakkan pada media PDA yang
telah dicampur dengan larutan esktrak kulit hujan emas tepat di tengah cawan
petri kemudian dilapisi plastik warp dan dilabeli, kemudian dilakukan inkubasi
dengan memasukan cawan petri ke dalam inkubator pada subu kamar. Proses

pengujian penghambatan dalam media PDA dapat dilihat pada Gambar 12.

Ekstak
(0 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75
ppm, 1 ppm, 1,25 ppm) dicampur,
media PDA

Isolat G. boninense diambil

. Ditanamkan tepat ditengah cawan
menggunakan pinset

v

Diberi label dan wrapping

Gambar 12. Proses pengujian anti fungi pada media PDA
Sumber : Fletcher et al. (2019)

3.6. Parameter Pengamatan

3.6.1 Laju Pertumbuhan G. Boninense

Pengamatan laju pertumbuhan koloni dilakukan setiap hari sampai cawan petri
dipenuhi oleh jamur G. boninense . Pengukuran diukur menggunakan jangka
sorong digital dengan rumus yang merujuk pada Sulyanti dkk. (2019) yang

dimodifikasi sebagai berikut:

=Xy — Xn1

Keterangan:
v : Laju pertumbuhan (mm/hari)

Xn : Koloni diameter pada hari ke-n
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3.6.2 Pengukuran Nilai Penghambatan Pertumbuhan (%)

Perhitungan nilai penghambatan pertumbuhan menggunakan rumus Amutha et.al

(2010).

x =2 x100%

Keterangan:
X : Nilai persentase penghambatan
Y : Koloni diameter kontrol

Z : Koloni diameter pada perlakuan
Koloni diameter yang didapatkan merupakan rerata dua kali pengukuran diameter

secara vertikal (d1) dan horizontal (d2). Cara pengukuran koloni diameter

disajikan pada Gambar 13.

dl

d2

Gambar 13. Cara pengukuran koloni diameter pada cawan petri
Sumber : Susanti (2017)

3.6.4 Karateristik Makroskopis

Pengamatan karaterikstik morfologi makroskopis dilakukan dengan
membandingkan warna, ukuran dan karakter pertumbuhan G. boninense antara
kontrol dengan perlakukan. Menurut Elfina dkk. (2014) warna Koloni Putih/ putih

kekuningan, dan tumbuh menyebar.
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3.7. Uji Aktivitas Antifungi Secara In silico

Uji in silico di lakukan pada senyawa terbaik yang diperoleh melalui uji /n vitro.
Senyawa dari hasil ekstraksi di analisis LC-MS di Laboratorium Primkoppol
Puslabfor Polri (Primer Koperasi Kepolisian Pusat Laboratorium Forensik
Kepolisian Negara Republik Indonesia) Jawa Barat. Data yang diperoleh
dianalisis dengan aplikasi masslynk kemudian dengan metode in silico. Pengujian
in silico dilakukan untuk mengevaluasi potensi aktivitas biologis dan
farmakokinetik dari senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak kulit hujan
emas (Senna multijuga). Identifikasi struktur kimia dilakukan melalui basis data

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), sebuah sumber terbuka dari

National Center for Biotechnology Information (NCBI) yang menyediakan
informasi kimia terstandarisasi termasuk ID molekul, rumus kimia, serta struktur

2D dan 3D (Kim et al., 2016).

Selanjutnya, prediksi aktivitas biologis dan target protein senyawa dilakukan
menggunakan SuperPred (https://prediction.charite.de), sebuah platform berbasis
machine learning yang memprediksi target farmakologis berdasarkan kesamaan
struktur kimia dengan ligan yang telah diketahui aktivitasnya (Nickel ef al., 2014).
Untuk menilai potensi farmakokinetik dan kelayakan senyawa sebagai kandidat

obat, dilakukan evaluasi menggunakan SwissADME (http://www.swissadme.ch).

SwissADME memungkinkan prediksi parameter ADME (Absorpsi, Distribusi,
Metabolisme, dan Ekskresi) serta kelayakan obat berdasarkan aturan Lipinski dan

parameter lainnya (Daina ef al., 2017).

Software PyRx mengintegrasikan AutoDock Vina yang memungkinkan pengguna
untuk mengevaluasi afinitas ikatan dan posisi terbaik ligan di dalam situs aktif
protein target secara efisien. Setelah proses docking, PyMOL dimanfaatkan untuk
memvisualisasikan hasil interaksi antara ligan dan protein secara tiga dimensi,
sehingga mempermudah analisis ikatan hidrogen, posisi orientasi ligan, serta
konformasi kompleks yang terbentuk. Sementara itu, web ProteinPlus digunakan

memvisualisasikan interaksi ligan dan protein target secara 2D.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.swissadme.ch/

V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh berdasarkan penelitian ini sebagai berikut.

1.

Fraksi 100% CHCIs kulit hujan emas (Senna multijuga) menghasilkan laju
pertumbuhan terendah (0,39 cm/hari) Fraksi F1 (tabung 1-9) dari hasil
pemisahan kromatografi menghasilkan daya hambat tertinggi (37 %) dan
laju pertumbuhan Ganoderma boninense 0,52 cm/hari.

Konsentrasi optimal dari kulit kulit hujan emas (Senna multijuga)
menghambat pertumbuhan Ganoderma boninense sebesar 1,5 ppm dengan
laju pertumbuhan terendah (0,40 cm/hari) dan daya hambat 54%.
Senyawa trans-1,1'-dimethyl-5,5'-azotetrazole kulit hujan emas (Senna
multijuga) menghambat ATP-dependent RNA helicase Ganoderma
boninense dengan binding affinity -6,4 kcal/mol dengan ikatan hidrogen
dengan dua residu pada protein, yaitu Ser310A dan Thr360A.

5.1. Saran

Saran yang di berikan pada penelitian ini sebagai berikut.

1. Uji lanjutan terhadap fraksi aktif sebaiknya dilakukan secara in vivo atau

semi in vivo (misalnya pada bibit kelapa sawit terinfeksi Ganoderma
boninense untuk menilai efektivitas dan keamanan senyawa dalam kondisi

lingkungan nyata.

. Perlu dilakukan studi toksisitas dan uji selektivitas terhadap organisme

non-target agar dapat menjamin bahwa senyawa aktif dari Senna multijuga

aman digunakan sebagai alternatif fungisida nabati.
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