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ABSTRAK

EKSPLORASI SENYAWA BIOAKTIF ACTINOMYCETES SEDIMEN
MANGROVE SEBAGAI ANTIFUNGI TERHADAP Fusarium oxysporum

Oleh

NINA NURULLITA

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri yang dikenal sebagai produsen
metabolit sekunder dengan aktivitas biologis beragam, termasuk sebagai agen
antifungi. Salah satu sumber actinomycetes potensial adalah sedimen mangrove, yang
memiliki karakteristik lingkungan unik sehingga memungkinkan mikroba di
dalamnya memproduksi senyawa bioaktif yang khas.

Penelitian ini bertujuan mengeksplorasi senyawa bioaktif dari actinomycetes
sedimen mangrove yang berpotensi sebagai antifungi terhadap Fusarium oxysporum.
Isolat actinomycetes ISM7, sebelumnya diisolasi dari sedimen mangrove Sriminosari,
Lampung Timur, dikultivasi menggunakan dua metode fermentasi, yaitu Solid State
Fermentation (SSF) dengan media ampas tebu dan beras, serta Submerged
Fermentation (SmF) dengan media Nutrient Broth (NB), selama 14 hari. Biomassa
hasil fermentasi diekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut etil asetat,
kemudian diuji aktivitas antifunginya menggunakan metode difusi agar.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak dari media ampas tebu (ISM7-
MAT) memiliki aktivitas antifungi paling tinggi dengan zona hambat sebesar 14 mm.
Fraksinasi menggunakan kromatografi kolom menghasilkan fraksi ISM7-MATF1
dengan daya hambat meningkat menjadi 15 mm. Karakterisasi senyawa aktif
menggunakan LC-MS/MS menunjukkan adanya senyawa dengan nilai m/z 507,2283
yang mengindikasikan keberadaan senyawa golongan peptida. Spektrum FTIR
menunjukkan puncak khas pada 3300-3400 cm™ (N-H stretching), 1650-1680 cm™!
(C=0 amida I), 1550-1580 cm™ (amida II), dan 750-850 cm™ (bending aromatik),
mendukung adanya struktur dasar fenilalanin sebagai bagian dari senyawa peptida
aromatik yang berperan sebagai agen antifungi.

Kata kunci: actinomycetes, sedimen mangrove, antifungi, Fusarium oxysporum,
fenilalanin, FTIR.



ABSTRACT

EXPLORATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM MANGROVE
SEDIMENT ACTINOMYCETES AS ANTIFUNGAL AGENTS AGAINST
Fusarium oxysporum

By

NINA NURULLITA

Actinomycetes are a group of bacteria known for producing secondary
metabolites with diverse biological activities, including antifungal agents. One
potential source of actinomycetes is mangrove sediment, which has unique
environmental characteristics that enable the microbes within it to produce distinctive
bioactive compounds. This study aimed to explore bioactive compounds from
actinomycetes in mangrove sediment that have potential antifungal activity against
Fusarium oxysporum. Actinomycete isolate ISM7, previously isolated from
mangrove sediment in Sriminosari, East Lampung, was cultivated using two
fermentation methods: Solid State Fermentation (SSF) using bagasse and rice media,
and Submerged Fermentation (SmF) using Nutrient Broth (NB) media, for 14 days.
The fermented biomass was extracted using maceration with ethyl acetate as a
solvent, then tested for antifungal activity using agar diffusion. The results showed
that the extract from sugarcane bagasse (ISM7-MAT) had the highest antifungal
activity, with an inhibition zone of 14 mm. Fractionation using column
chromatography produced the ISM7-MATF1 fraction, with an inhibition zone
increased to 15 mm. Characterization of the active compound using LC-MS/MS
revealed a compound with an m/z value of 507.2283, indicating the presence of a
peptide compound. The FTIR spectrum showed characteristic peaks at 3300-3400
cm ' (N-H stretching), 1650-1680 cm™ (C=0 amide I), 1550—1580 cm™ (amide II),
and 750-850 cm™ (aromatic bending), supporting the presence of phenylalanine as
part of the aromatic peptide compound that acts as an antifungal agent.

Keywords: actinomycetes, mangrove sediment, antifungal, Fusarium oxysporum,
phenylalanine, FTIR
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“Hidup adalah perjalanan panjang yang penuh ujian; belajar bersyukur dalam
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Allah mengetahui, sedang kamu tidak mengetahui.”

(QS. Al-Baqarah : 216)

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan. Sesungguhnya bersama
kesulitan itu ada kemudahan.”
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“Happiness can be found, even in the darkest of times, if one only remembers to
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkembangan ilmu pengetahuan di bidang kesehatan dan pertanian saat ini
menghadapi tantangan serius akibat meningkatnya resistensi patogen terhadap
antibiotik dan fungisida sintetis. Di sisi lain, laju penemuan senyawa antimikroba
baru terus mengalami penurunan (Ameen et al., 2021). Kondisi ini mendorong upaya
eksplorasi sumber-sumber baru senyawa bioaktif dari alam, khususnya
mikroorganisme, yang berpotensi menghasilkan metabolit sekunder dengan aktivitas

biologis yang bervariasi.

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri Gram-positif berfilamen yang telah
lama dikenal sebagai produsen utama metabolit sekunder, termasuk antibiotik,
antifungi, antitumor, dan enzim bioindustri (Barka ef al., 2018). Sebagian besar
antibiotik yang digunakan saat ini berasal dari genus Streptomyces, salah satu
kelompok actinomycetes yang dominan di lingkungan tanah. Namun, eksplorasi
actinomycetes dari ekosistem laut, terutama dari sedimen mangrove, masih relatif
terbatas sehingga berpotensi menjadi sumber senyawa bioaktif baru (Chandra ef al.,

2020).

Ekosistem mangrove merupakan habitat unik yang terpengaruh oleh fluktuasi pasang
surut, salinitas tinggi, dan kondisi anaerobik. Lingkungan ekstrem ini mendorong
mikroorganisme di dalamnya untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder

sebagai mekanisme adaptasi (Imamsyah et al., 2020).



Sedimen mangrove mengandung berbagai mikroorganisme, termasuk actinomycetes,
yang mampu memproduksi senyawa bioaktif seperti alkaloid, poliketida, peptida, dan
terpenoid (Cai et al., 2021). Salah satu patogen penting yang menjadi perhatian di
bidang pertanian adalah Fusarium oxysporum, jamur patogen penyebab penyakit layu
pada berbagai tanaman pangan dan hortikultura. Fusarium oxysporum memiliki
kemampuan bertahan lama di tanah dalam bentuk klamidospora, menyerang tanaman
melalui akar, lalu menyebar ke jaringan pembuluh xilem, menyebabkan layu,
nekrosis, hingga kematian tanaman (Srivastava et al., 2024). Kerugian akibat

serangan Fusarium ini sangat signifikan dan mengancam ketahanan pangan.

Penggunaan mikroorganisme penghasil senyawa antifungi, seperti actinomycetes,
merupakan alternatif pengendalian hayati yang ramah lingkungan dan berkelanjutan
dibandingkan fungisida sintetis (Zhang ef al., 2021). Beberapa studi menunjukkan
bahwa actinomycetes dari tanah dan sedimen mampu menghasilkan senyawa dengan
aktivitas antifungi terhadap Fusarium spp. Namun, eksplorasi actinomycetes dari

sedimen mangrove khususnya di wilayah Lampung masih minim.

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Prasetya (2022) telah berhasil
mengisolasi actinomycetes dari sedimen mangrove di kawasan Sriminosari, Lampung
Timur. Salah satu isolat yang diperoleh adalah ISM7, yang diduga memiliki potensi
menghasilkan senyawa bioaktif. Oleh karena itu, penelitian ini melanjutkan
eksplorasi isolat tersebut dengan fokus pada uji aktivitas antifungi terhadap Fusarium

oxysporum serta karakterisasi senyawa aktif yang dihasilkannya.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :



1.

Memperoleh media kultivasi terbaik untuk pertumbuhan actinomycetes
sedimen mangrove (ISM7) dalam menghasilkan senyawa bioaktif antifungi,
serta menentukan karakter mikroskopis isolat tersebut.

Menguji aktivitas antifungi dari ekstrak isolat actinomycetes ISM7 terhadap
Fusarium oxysporum.

Mengkarakterisasi senyawa aktif dari fraksi ekstrak actinomycetes
menggunakan metode Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) dan
Liquid Chromatography—Mass Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-
MS/MS).

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi actinomycetes sedimen
mangrove Sriminosari, Lampung Timur sebagai sumber senyawa bioaktif
antifungi.

Menjadi dasar pengembangan agen antifungi alami yang berpotensi
digunakan sebagai pengendali hayati terhadap patogen tanaman, khususnya
Fusarium oxysporum.

Menambah data karakterisasi senyawa metabolit sekunder dari actinomycetes
sedimen mangrove yang berpotensi dikembangkan lebih lanjut di bidang

pertanian, kesehatan, dan industri biofarmasi.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ekosistem Mangrove

Indonesia menjadi negara terbesar di Asia yang memiliki hutan mangrove, salah
satunya tersebar di kawasan pesisir Labuhan Maringgai, Lampung Timur, terdapat
beberapa jenis mangrove di Labuhan Maringgai, seperti Avicenna marina,
Rhizophora mucronate, Avicenna officinalis, dan Rhizophora apiculate (Herison et
al.,2021). Mangrove merupakan kelompok komunitas tumbuhan garam yang
beragam di daerah pasang surut tropis dan subtropis di dunia dan bertindak sebagai
penghalang alami terhadap dinamika laut di sepanjang garis pantai. Mangrove
terdapat di antara garis lintang 24,0 LU dan 38,0 LS. Total tutupan mangrove di dunia
adalah 15 juta ha yang merupakan 1% dari hutan tropis di dunia yang tersebar di 123
negara dan teritori di daerah tropis dan subtropik (Maurya et al., 2021).

Ekosistem mangrove dikenal sebagai salah satu lahan basah pesisir yang paling
produktif di dunia (Rahman et al., 2024). Ekosistem mangrove merupakan lahan
basah pesisir yang didominasi oleh tumbuhan berkayu yang membentang pada
gradien lintang (30°N sampai 37°S), tinggi pasang surut (<1 m sampai>4 m),
geomorfologi (pulau-pulau samudra hingga sistem sungai), lingkungan sedimen
(gambut hingga aluvial), iklim (tropis hangat sedang hingga kering dan basah), dan
ketersediaan nutrisi (oligotrofik hingga eutrofik). Ekosistem mangrove terletak di

wilayah pesisir memiliki peran ekologis yang beragam.



Hutan mangrove menyediakan habitat bagi berbagai organisme dan berkontribusi
terhadap pengisian ulang air tanah sekaligus mengurangi erosi tanah dan melindungi
wilayah pesisir dari gelombang pasang. Mangrove juga memainkan peran penting
dalam memurnikan air yang tercemar dengan menyerap logam berat dan mencegah
pencemaran air laut. Selain itu, mangrove melepaskan oksigen ke atmosfer dan
memerangkap karbon dioksida, sehingga membantu memerangi perubahan iklim.
Jaringan interaksi yang kompleks dalam ekosistem mangrove melibatkan proses
biologis, kimia, dan fisik yang unik yang berkontribusi terhadap penyerapan dan

penyaringan polutan udara (Imamsyah et al., 2020).

Mangrove mempunyai beberapa fungsi. Fungsi fisiknya yaitu untuk menjaga kondisi
pantai dan tebing sungai, mencegah terjadinya abrasi dan intrusi air laut, serta sebagai
perangkap zat pencemar. Fungsi kimia dan biologisnya ialah sebagai habitat benih
ikan, udang, kepiting dan biota laut lainnya, sebagai sumber inang bagi mikroba
endofit dan mikroorganisme dalam sedimen mangrove. Ekosistem mangrove
berfungsi sebagai tempat berkembang biaknya kehidupan laut, bertindak sebagai
penghalang alami terhadap erosi pantai dan gelombang badai, serta berpotensi
meningkatkan kualitas udara dengan menyerap dan menyaring polutan. Selain itu
ekosistem mangrove memiliki fungsi ekologi penting yang berkontribusi terhadap
peningkatan kualitas udara. Ekosistem ini dapat menyimpan karbon, sehingga
membantu mengurangi emisi karbon dan melakukan mitigasi perubahan iklim .
Mangrove juga melepaskan oksigen ke atmosfer dan memerangkap karbon dioksida,
sehingga membantu memerangi perubahan iklim. Hutan mangrove juga berperan
sebagai penghalang alami terhadap abrasi pantai dan menahan intrusi air laut,
sehingga membantu menjaga kualitas perairan Pantai. Selain itu, hutan bakau
menyediakan habitat bagi berbagai organisme, termasuk ikan, udang, dan kepiting,

yang penting bagi konservasi sumber daya ikan (Rusmayadi et al., 2024)



Gambar 1. Ekosistem mangrove (Maurya ef al., 2021).

2.2 Sedimen Mangrove

Sedimen mangrove adalah lapisan atas tanah di ekosistem mangrove yang terdiri dari
campuran material organik dan anorganik. Material ini berasal dari berbagai sumber,
seperti dedaunan mangrove yang jatuh, sisa-sisa organisme laut, dan partikel tanah
yang terbawa oleh arus air. Sedimen mangrove memiliki karakteristik unik yang
sangat berbeda dengan sedimen di lingkungan lain. Karakterisktik sedimen
mangrove yaitu kaya akan bahan organik,berlumpur dan kadar garam yang tinggi.
Lapisan ini kaya akan nutrisi dan menjadi rumah bagi berbagai macam
mikroorganisme, termasuk bakteri, jamur, dan alga. Sedimen mangrove membentuk
lingkungan yang dinamis dan menciptakan gradien alami yang ideal di sepanjang
kedalaman karena pergerakan pasang surut periodik, dan gradien halus kondisi
fisikokimia, sehingga fungsi mikroba yang berbeda diamati di antarmuka darat-laut

(Qian et al., 2023).



Gambar 2. Sedimen mangrove (Booth et al., 2023)

Lingkungan ekstrem sedimen mangrove menunjukkan salinitas dan suhu tinggi,
konsentrasi oksigen rendah, paparan sinar UV yang kuat, dan kepadatan mikroba
yang tinggi karena masukan nutrisi organik yang kuat dari akar. Mikroorganisme
yang berasal dari sedimen mangrove seperti actinomycetes dapat menghasilkan
banyak senyawa bioaktif baru. Beberapa senyawa bioaktif yang dihasilkan, seperti
alkaloid, terpenoid, steroid, dan poliketida. Senyawa ini memiliki berbagai aktivitas,
antara lain sebagai antibakteri, penghambat enzim, antiinflamasi, antioksidan,

antivirus, dan aktivitas sitotoksik (Cai et al., 2021).

Sedimen di daerah mangrove secara biologi berfungsi sebagai tempat hidup dan
tempat mencari makan bagi organisme hidup di daerah tersebut. Nutrisi dari sedimen
mangrove umumnya terbentuk oleh bahan organik yang terkandung di dalamnya.
Nitrat dan nitrit berperan penting bagi organisme di daerah kawasan hutan mangrove,
unsur hara ini berfungsi sebagai nutrient utama untuk menurunkan kestabilan
pertumbuhan mangrove, dimana unsur hara pada sedimen mangrove akan
terdistribusi oleh faktor lingkungan seperti dinamika arus, gelombang dan pasang
surut (Irham et al., 2018). Investigasi senyawa bioaktif dari sedimen mangrove juga
dilakukan oleh (Prasetya, 2022) dengan menghasilkan beberapa isolat actinomycetes

sedimen mangrove dari daerah Sriminosari, Lampung Timur, Indonesia.



Gambar 3. Actinomycetes sedimen mangrove (Prasetya, 2022)

2.3 Actinomycetes Sedimen Mangrove

Actinomycetes adalah bakteri berfilamen Gram-positif dengan kandungan G+C yang
tinggi dalam DNA mereka (Barka et al. 2018). Actinomycetes mendiami berbagai
pengaturan ekosistem, termasuk tanah, rizosfer, ekosistem laut, air tawar, gua
vulkanik, titik panas, usus serangga, kotoran hewan, dan sebagai endofit pada
tumbuhan (Selim et al., 2021). Faktor lingkungan, seperti pH, salinitas, dan suhu
ekstrem, dapat memengaruhi populasi actinomycetes yang ditemukan di tanah

(Devanshi et al. 2021).

Sedimen mangrove adalah lapisan tanah di sekitar akar pohon mangrove.
Lingkungan ini sangat unik karena kaya akan bahan organik, kondisi anaerob (kurang
oksigen), dan salinitas tinggi. Kondisi yang ekstrem ini membuat sedimen mangrove
menjadi habitat yang menarik bagi berbagai jenis mikroorganisme, termasuk
actinomycetes. Actinomycetes di sedimen mangrove telah beradaptasi dengan
lingkungan yang unik. Mereka memiliki kemampuan menghasilkan berbagai macam
senyawa kimia yang disebut metabolit sekunder. Beberapa senyawa ini memiliki

aktivitas biologis yang sangat menarik seperti antibiotik, antifugal, dan antikanker.



Actinomycetes awalnya dianggap sebagai kelompok perantara antara bakteri dan
jamur tetapi sekarang dikenal sebagai organisme prokariotik. Actinomycetes tersebar
luas di lingkungan alami dan buatan manusia, dan memainkan peran penting dalam
degradasi bahan organik. Actinomycetes juga dikenal sebagai sumber antibiotik dan
molekul bioaktif yang kaya, dan sangat penting dalam industri. Ketika teknik isolasi
konvensional diterapkan, sebagian besar isolat yang diperoleh pada pelat agar telah
diidentifikasi sebagai genus Streptomyces,yang merupakan aktinomiset dominan di
dalam tanah. Beberapa faktor harus dipertimbangkan untuk tujuan penyaringan
molekul bioaktif baru: pemilihan sumber penyaringan, perlakuan awal, media
selektif, kondisi kultur, dan pengenalan koloni kandidat pada pelat isolasi primer

(Naikpatil & Rathod, 2018).

2.4 Senyawa Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder adalah senyawa yang sangat beragam dan memiliki peran penting
dalam kehidupan organisme (Aminah ef al., 2021). Interaksi antara mangrove dan
actinomycetes sedimen mangrove merupakan hubungan simbiosis yang kompleks
dan saling menguntungkan. Actinomycetes, sejenis bakteri Gram positif yang
menghasilkan berbagai senyawa bioaktif, hidup di dalam sedimen mangrove dan
berinteraksi dengan akar mangrove. Actinomycetes menghasilkan berbagai senyawa
bioaktif seperti antibiotik, enzim, dan hormon pertumbuhan tanaman. Senyawa-
senyawa ini dapat melindungi mangrove dari serangan patogen, meningkatkan
pertumbuhan akar, dan merangsang produksi hormon pertumbuhan. Mangrove
merespon senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh actinomycetes dengan memodifikasi
ekspresi gennya, sehingga dapat meningkatkan toleransi terhadap kondisi lingkungan

yang ekstrem seperti salinitas tinggi dan anaerob.
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Berdasarkan penelitian yang ada, terdapat banyak senyawa metabolit sekunder yang
telah ditemukan memiliki aktivitas biologis sebagai agen antifungi. Beberapa contoh
senyawa diantaranya seperti terpenoid, alkaloid, fenolat, polisakarida, saponin,
tannin, fenolik, flavonoid dan triterpenoid. Kelompok terpenoid yang memiliki
aktivitas antifungi seperti terpena, seskuiterpena, dan diterpena yang ditemukan
dalam minyak esensial tumbuhan telah terbukti memiliki aktivitas antifungi seperti
senyawa timol dari minyak esensial memiliki sifat antifungi . Setiap senyawa ini
memiliki mekanisme aksi yang berbeda dalam menghambat pertumbuhan fungi, dan
penggunaannya dapat bervariasi tergantung pada jenis fungi yang ingin diatasi.
Senyawa agen penghambat pertumbuhan fusarium oxysporum sendiri sudah banyak
penelitian yang membuktikan bahwa kelompok senyawa seperti alkaloid, poliketida,

peptida, dan terpenoid dapat menghambat pertumbuhannya (Pintas dan Quave, 2019).

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh actinomycetes sedimen mangrove juga
dapat menghambat pertumbuhan fungi patogen seperti metabolit yang dihasilkan oleh
fungi Aspergillus fumigatus memiliki senyawa yang tergolong ke dalam alkaloid
yaitu fumigatoside E dapat menghambat pertumbuhan fungi patogen yaitu Fusarium

oxysporum (Limbadri et al., 2018).

2.5 Solid State Fermentation (SSF)

Kultivasi secara umum berarti proses membudidayakan atau menumbuhkan
organisme mikroorganisme dalam kondisi yang terkendali. Dalam konteks
mikrobiologi, kultivasi berarti menumbuhkan mikroorganisme seperti bakteri, jamur,
atau alga dalam media pertumbuhan yang sesuai. Solid State Fermentation (SSF)
adalah sebuah proses biologis di mana mikroorganisme (seperti jamur, bakteri, atau
ragi) tumbuh dan berkembang pada substrat padat atau semi-padat tanpa adanya

cairan bebas dalam jumlah yang signifikan.
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SSF memiliki banyak keuntungan seperti kebutuhan air dan energi yang lebih rendah,
produktivitas protein yang lebih tinggi, dan persyaratan yang tidak terlalu ketat untuk
media steril (Feng et al., 2023). Proses fermentasi solid state merupakan salah satu
pendekatan yang dikenal baik untuk memaksimalkan hasil metabolit sekunder
bioaktif oleh jamur. Beberapa substrat dengan sifat organik dari biomassa
lignoselulosa yang kaya akan selulosa, hemiselulosa dan lignin telah sering
digunakan sebagai substrat padat yang mendukung pertumbuhan jamur untuk
produksi berbagai metabolit bioaktif. Proses fermentasi solid-state didasarkan pada
matriks padat di dalam substrat inert, dengan kadar air bebas yang sangat rendah,
yang cukup untuk meningkatkan pertumbuhan dan aktivitas metabolisme

mikroorganisme.

Proses fermentasi ini biasanya memiliki biaya produksi yang lebih rendah karena
konsumsi energi dan area produksi yang lebih rendah, namun terbukti menjadi proses
yang ekonomis dan ramah lingkungan untuk produksi metabolit sekunder dari residu
agroindustri. Jamur berfilamen dan ragi telah digunakan untuk produksi berbagai

senyawa bioaktif dalam proses fermentasi keadaan padat (El-Sayed et al., 2024).

Media yang biasa digunakan dalam metode SSF dapat menggunakan sumber lain
seperti media ampas tebu, dan beras. Media tersebut akan digunakan pada penelitian
ini sebagai perbandingan metabolit yang dihasilkan selama proses SSF.

Metode SSF telah diterapkan untuk produksi metabolit sekunder seperti antibiotik,
antifungi, antioksidan serta antikanker untuk keperluan dalam dunia kesehatan.
Kedua media ini mengandung berbagai nutrisi esensial yang dibutuhkan oleh
Actinomycetes untuk tumbuh dan memproduksi metabolit sekunder. Actinomycetes
adalah mikroorganisme heterotrof yang membutuhkan sumber karbon sebagai sumber
energi. Ampas tebu dan beras kaya akan karbohidrat (selulosa, hemiselulosa, lignin

pada ampas tebu; pati pada beras) yang dapat diuraikan oleh Actinomycetes.
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Ampas tebu dan beras, terutama dalam bentuk fermentasi, dapat menciptakan
lingkungan yang cocok untuk pertumbuhan berbagai mikroorganisme, termasuk
Actinomycetes. SSF pada kulit udang telah terbukti menghasilkan metabolit
sekunder yang aktif sebagai antifungi dan antibakteri (Campos et al., 2021).

2.6 Submerged Fermentation (SmF)

Submerged Fermentation (SmF) adalah proses di mana mikroorganisme seperti
bakteri ditumbuhkan dalam media cair yang terendam sepenuhnya dan mengandung
semua nutrisi yang diperlukan untuk pertumbuhan dan metabolisme mereka. Dalam
SmF, mikroorganisme tersuspensi atau terlarut dalam cairan, memungkinkan kontak
yang efisien dengan nutrien dan oksigen. Dalam SmF, mikroorganisme diinokulasi
ke dalam bioreaktor (tangki fermentasi) yang berisi media cair bernutrisi. Bioreaktor
ini dirancang untuk menyediakan kondisi lingkungan yang optimal bagi pertumbuhan
mikroorganisme dan produksi metabolit yang diinginkan. Keuntungan utama
Submerged Fermentation (SmF) untuk kultivasi bakteri terletak pada kontrol
parameter lingkungan yang presisi, seperti suhu, pH, aerasi, dan konsentrasi nutrisi,
yang memungkinkan pertumbuhan optimal dan produksi metabolit yang konsisten.
Selain itu, homogenitas media yang tinggi melalui pengadukan memastikan distribusi
nutrisi dan oksigen yang merata, mendukung pertumbuhan sel yang efisien.

SmF juga menawarkan skalabilitas tinggi untuk produksi industri, efisiensi transfer
massa dan panas yang superior, serta kemudahan dalam pemurnian produk akhir

karena produk biasanya terlarut dalam fase cair (de Oliveira et al., 2020).

Metode Submerged Fermentation (SmF) pada penelitian ini menggunakn Media
Nutrient Broth (NB). Penggunaan media Nutrient Broth (NB) pada metode
Submerged Fermentation (SmF) untuk kultivasi Actinomycetes sering dipilih karena
NB adalah media umum yang kaya nutrisi, mudah disiapkan, dan menyediakan

kondisi yang mendukung pertumbuhan berbagai jenis mikroorganisme, termasuk
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Actinomycetes, secara cepat dan efisien. NB mengandung pepton dan ekstrak daging
(beef extract) yang secara kolektif menyediakan sumber nitrogen organik (dalam
bentuk asam amino dan peptida kecil), sumber karbon, serta vitamin B kompleks dan
mineral esensial lainnya yang dibutuhkan untuk sintesis biomassa dan produksi
metabolit. Ketersediaan nutrisi yang lengkap dan mudah diasimilasi dalam bentuk
cair memungkinkan Actinomycetes untuk tumbuh dengan cepat di dalam bioreaktor
SmF, sehingga memungkinkan produksi metabolit sekunder dalam skala yang lebih
besar. Media NB juga memudahkan proses sterilisasi dan penyesuaian pH, serta
memungkinkan pemantauan dan kontrol parameter fermentasi yang lebih baik di

lingkungan cair SmF (Deilamani et al., 2023).

2.7 Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder

Ekstraksi adalah suatu teknik yang dilakukan dalam isolasi dan memurnikan
komponen dari suatu senyawa. Berbagai metode ekstraksi telah dikembangkan untuk
mengekstrak beragam senyawa. Efektivitas proses ekstraksi dipengaruhi oleh
beberapa faktor, seperti jenis dan konsentrasi pelarut, perbandingan antara bahan
padat dan pelarut, durasi, suhu, pH, serta faktor lainnya. Pemisahan senyawa
metabolit yang ada dalam actinomycetes hasil kultivasi dapat dilakukan dengan

metode ekstraksi sederhana yaitu maserasi.

Maserasi adalah metode ekstraksi sederhana efektif yang melibatkan perendaman
bahan dalam pelarut selama waktu tertentu pada suhu kamar. Metode ini
memanfaatkan prinsip kelarutan, di mana senyawa bioaktif yang polar akan larut
dalam pelarut polar, begitu pula senyawa nonpolar akan larut dalam pelarut nonpolar.
Salah satu keunggulan metode maserasi dibandingkan metode lain adalah prosesnya
yang lebih sederhana, mudah dilakukan, tidak memerlukan biaya tinggi, serta tidak

membutuhkan perlakuan khusus.
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Setelah ekstraksi, bahan sisa harus dipisahkan dari pelarutnya dengan penuangan dan
penyaringan yang kemudian dapat dilakukan penguapan. Pada penelitian ini akan
dilakukan proses ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat

(EtOAc).

2.8 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum merupakan salah satu dari patogen tular tanah. Memiliki
kemampuan bertahan di tanah untuk waktu yang lama dalam bentuk klamidospora,
menembus akar, meluas ke jaringan, berkoloni dan bermetastasis di pembuluh xilem,
dan menyebabkan layu, dan kematian pada tanaman (Arie, 2019). Fusarium
merupakan salah satu fitopatogen utama yang menyerang tanaman pisang, kentang,
gandum, padi dan tanaman komoditas lainnya, dan patogen ini memberikan dampak

negatif pada kerugian hasil pertanian setiap tahunnya (Haile ef al., 2019).

Habitat Fusarium secara umum dapat dijumpai pada tanah, pertumbuhan yang relatif
lebih cepat pada daerah tropis, daerah panas seperti gurun, pegunungan alpen, daerah
arktik dengan suhu dingin, spesies ini tersebar luas. Fusarium secara luas tersebar
pada tanah , tanaman, dan serpihan tanaman. Adanya senyawa mikotoksin yang
diproduksi oleh fungi ini seperti deoksinivalenol dan fumonisins merupakan senyawa
yang berbahaya bagi ketahanan pangan dan memiliki ancaman serius bagi kesehatan

manusia .

Beberapa spesies Fusarium juga menjadi patogen opurtunistik pada manusia
penyebab penyakit keratitis . Selain itu spesies ini juga penyebab infeksi superfisial,
penyebab infeksi pada pasien yang menderita Immunocompromised. Siklus hidup
Jamur Fusarium oxysporum tumbuh sebagai koloni haploid yang menghasilkan

berbagai jenis spora mitosis (aseksual), termasuk makrokonidia, yang memanjang,
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berbentuk bulan sabit, dan bersepta; mikrokonidia, yang berukuran kecil dan
berbentuk bulat telur; dan klamidospora, yang merupakan spora perenarian
berdinding tebal yang berfungsi sebagai propagul penyimpanan. Sebagai respon
terhadap eksudat akar tanaman, spora ini berkecambah dan bergerak melalui penetrasi
langsung ke akar inang melalui ujung akar dimana sel-selnya masih muda dan rapuh
dan penghalang mekanisnya lemah bukaan alami seperti yang disebabkan oleh cedera
atau retakan di antara sel-sel epidermis. Begitu masuk ke dalam akar, jamur sebagian
besar tumbuh di dalam sel-sel interseluler di lapisan sel kortikal, untuk membangun
kompatibilitas. Pada tahap ini, pertumbuhan jamur yang diamati terutama dalam fase
asimtomatik. Oksisporum isolat diketahui dapat berkolonisasi secara asimtomatik
pada akar tanaman inang utama maupun alternatif Saat hifa melewati endodermis,
jamur menginvasi pembuluh xilem untuk menjajah bagian tanaman udara dan
akhirnya beralih ke gaya hidup nekrotrofik, di mana kolonisasi sistemik batang
melalui pembuluh xilem terjadi, konidia terbentuk di dalam jaringan yang
terkolonisasi (massa hitam mewakili konidia), yang secara progresif menyebabkan
sporulasi, layu, dan kematian tanaman yang terkolonisasi. Akhirnya, miselia jamur
dan spora keluar dari jaringan inang yang mati dan siap untuk memulai siklus infeksi

baru (Srivastava et al., 2024).

Berikut merupakan taksonomi dari spesies Fusarium oxysporum:
Kingdom : Fungi (Jamur)

Divisi  : Ascomycota (Ascomycota)

Kelas : Sordariomycetes

Ordo : Hypocreales

Famili  : Nectriaceae

Genus  : Fusarium

Spesies : Fusarium oxysporum
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Gambar 4. Fusarium oxysporum (Srivastava et al., 2024)

2.9 Skrining Aktivitas Antifungi

Antifungi adalah sekelompok obat yang digunakan untuk mengobati infeksi yang
disebabkan oleh jamur. Pengujian antifungi adalah serangkaian prosedur yang
dilakukan untuk mengevaluasi efektivitas suatu senyawa atau produk alam dalam
menghambat atau membunuh pertumbuhan jamur. Pengujian ini sangat penting dalam
pengembangan obat-obatan baru untuk mengatasi infeksi jamur, serta dalam
mengevaluasi keefektifan produk-produk alami yang berpotensi sebagai agen
antijamur. Dalam beberapa penelitian pengaplikasian metode difusi agar sangat sering

digunakan dalam uji antifungi (Ghanem et al., 2022).

Metode difusi agar adalah salah satu metode yang paling umum digunakan untuk
menguji aktivitas antimikroba, termasuk antifungi. Metode ini sederhana, cepat, dan
relatif murah, sehingga sering digunakan dalam laboratorium mikrobiologi. Prinsip
kerjanya adalah dengan menempatkan sampel senyawa antifungi pada cakram kertas
yang kemudian diletakkan di atas permukaan media agar yang telah diinokulasi
dengan mikroba uji jamur .Jika senyawa tersebut memiliki aktivitas antimikroba,
maka akan terbentuk zona hambatan (zona bening) di sekitar cakram, yang

menunjukkan bahwa pertumbuhan jamur terhambat (C. A. ef al., 2024).
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Gambar 5. Skrining aktivitas antifungi dengan metode difusi agar
(Tambunan dkk., 2022)

2.10 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi adalah teknik analisis yang digunakan untuk memisahkan campuran
tertentu menjadi komponen-komponennya. Teknik ini didasarkan pada prinsip bahwa
ketika campuran dan fase gerak dibiarkan mengalir di atas fase diam, pemisahan
terjadi berdasarkan perbedaan afinitas komponen terhadap 2 fase ini (More et al.,
2024). Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah salah satu metode yang paling berguna
untuk mengikuti kemajuan reaksi kimia organik dan untuk menguji kemurnian
senyawa organik dalam fitokimia dan bioteknologi. Kelebihan metode ini ialah
mudah dalam preparasi sampel, sederhana, biaya relatif murah, volume pelarut yang
digunakan sedikit, selektif dan sensitif, serta kromatogramnya dapat diamati secara
visual sehingga metode ini masih banyak digunakan dalam penelitian (Setiawan et

al., 2022).

Pemisahan dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan beberapa kali
menggunakan beberapa eluen dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk
mendapatkan pelarut yang mampu memberikan pemisahan yang baik serta noda zat
warna yang bagus. Penentuan golongan senyawa pada uji KLT dilakukan dengan
penyemprotan plat KLT dengan beberapa pereaksi. Komponen kimia yang yang diuji
pada KLT meliputi uji alkaloid, fenol, terpenoid, dan flavonoid.
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Analisis dengan menggunakan KLT merupakan pemisahan komponen kimia
berdasarkan prinsip adsorbsi dan partisi yang ditentukan oleh fase diam (adsorben)
dan fase gerak (eluen). Komponen kimia bergerak naik mengikuti fase gerak karena
daya serap adsorben terhadap komponen-komponen kimia tidak sama sehingga
komponen kimia dapat bergerak dengan jarak yang berbeda berdasarkan tingkat
kepolarannya . Hal inilah yang menyebabkan terjadinya pemisahan komponen-
komponen kimia di dalam ekstrak. KLT dilakukan beberapa kali menggunakan
bermacam eluen dengan tingkat kepolaran yang berbeda untuk mendapatkan pelarut
yang mampu memberikan pemisahan yang baik serta noda zat warna yang bagus

(Kowalska et al., 2022).

Penelitian dalam bidang kimia organik khususnya dalam isolasi bahan alam banyak
memanfaatkan analisis menggunakan KLT karena merupakan teknik yang sederhana
dan cepat untuk mengetahui komponen-komponen dalam suatu campuran ekstrak
ataupun fraksi . Beberapa senyawa yang didapatkan dari actinomycetes sedimen
mangrove telah dilaporkan memiliki senyawa bioaktif sebagai antifungi (Fatimah et

al., 2022).

2.11 Karakterisasi Senyawa

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

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC/MS-MS) adalah teknik analisis yang
menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan
spesifisitas deteksi spektrometri massa. Kromatografi cair memisahkan komponen-
komponen sampel dan kemudian ion bermuatan dideteksi oleh spektrometer massa.
Data LC-MS dapat digunakan untuk memberikan informasi tentang berat molekul,
struktur, identitas dan kuantitas komponen sampel tertentu. Senyawa dipisahkan atas
dasar interaksi relatif dengan lapisan kimia partikel-partikel (fase diam) dan elusi

pelarut melalui kolom (fase gerak) (Mangurana dkk., 2019).

Hasil analisis data LC/MS-MS akan didapatkan kromatogram berupa alur tinggi peak
dan akan didapatkan bobot molekul dari senyawa yang terdapat dalam ekstrak
sehingga dapat di ketahui jumlah senyawa yang dikandung setiap sampel (Raihan et
al., 2023). Keuntungan dari LC-MS yaitu dapat menganalisis lebih luas berbagai
komponen, seperti senyawa termal labil, polaritas tinggi atau bermassa molekul
tinggi, bahkan juga protein. Komponen elusi dari kolom kromatografi kemudian
diteruskan ke spektrometer massa melalui antarmuka khusus. Prinsipnya adalah
pemisahan analit-analit berdasarkan kepolarannya, alatnya terdiri atas kolom (sebagai
fasa diam) dan larutan tertentu sebagai fasa geraknya tekanan tinggi digunakan untuk

mendorong fasa gerak.

Campuran analit akan terpisah berdasarkan kepolarannya dan kecepatannya untuk
sampai ke detektor (waktu retensinya) akan berbeda, hal ini akan teramati pada
spektrum yang puncak- puncaknya terpisah (Mangurana dkk., 2019). Bantuan pompa
fasa gerak cair dialirkan melalui kolom ke detektor. Cuplikan dimasukkan ke dalam
aliran fasa gerak dengan cara penyuntikan. Di dalam kolom terjadi pemisahan
komponen-komponen campuran, karena perbedaan kekuatan interaksi antara larutan

terhadap fasa diam.
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Larutan yang kurang kuat interaksinya dengan fasa diam akan keluar dari kolom lebih
dulu. Sebaliknya, larutan yang kuat berinteraksi dengan fasa diam maka larutan
tersebut akan keluar kolom, kemudian dideteksi oleh detektor dan direkam dalam
bentuk kromatogram. Investigasi senyawa menggunakan LC-MS/MS juga dilakukan
pada actinomycetes sedimen mangrove dari Sriminosari, Lampung Timur Indonesia
oleh (Prasetya, 2022). Analisis senyawa alkaloid terdeteksi pada waktu retensi 17,38

menit dengan kerangka dasar morfolin dan rumus formula C4HoNO.
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Gambar 6. Kromatogram ion total Actinomycetes Sedimen Mangrove
(Prasetya, 2022)

2.11.2 Fourier Transform Infra Red Spectrophotometer (FT-IR)

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) adalah teknik spektroskopi yang
digunakan untuk mengukur interaksi antara radiasi inframerah dan suatu sampel.
FTIR dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa kimia, menganalisis struktur

molekul, dan mengukur konsentrasi suatu zat (Balachandar ef al., 2018).
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Spektroskopi FTIR adalah metode yang mempelajari interaksi antara materi dan
radiasi elektromagnetik yang muncul dalam bentuk spektrum. Setiap molekul
memiliki sidik jari spektrum yang membuatnya unik dan memungkinkannya
dibedakan dari molekul lain. Spektroskopi FTIR juga merupakan metode yang
efektif dan tidak merusak untuk memantau perubahan seluler (Fadlelmoula ef al.,

2022).

Spektrum inframerah-tengah paling sering digunakan dalam analisis sampel, namun
spektrum infra merah-jauh dan pendek juga mampu memberikan informasi tentang
sampel yang dianalisis. Radiasi IR merupakan sekelompok gelombang
elektromagnetik dengan panjang gelombang lebih panjang dari radiasi tampak, yang
tidak terlihat oleh mata manusia. Daerah IR dari spektrum elektromagnetik berkisar
pada panjang gelombang 0,8—100um. Biasanya, IR dibagi menjadi tiga rentang,
yaitu near-IR, mid-IR, dan far-IR. Sebagian besar IR yang digunakan dalam aplikasi
medis berada dalam rentang mid-IR, dengan mempertimbangkan radiasi dari
spektrum elektromagnetik, dalam interval bilangan gelombang dari 4000 cm! sampai
400cm™! frekuensi radiasi yang diserap bertanggung jawab atas setiap interaksi

getaran subatomic (Nandiyanto et al., 2019).

Karakterisasi Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) dari Actinomycetes
bertujuan untuk mengidentifikasi gugus fungsi kimia yang terdapat dalam senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroorganisme ini. Spektrum FTIR
Actinomycetes umumnya menunjukkan pita serapan khas yang menunjukkan
keberadaan gugus fungsinya. Pengukuran menggunakan FTIR juga dilakukan pada
penelitian sebelumnya actinomycetes sedimen mangrove dari Sriminosari, Lampung
Timur, Indonesia oleh (Prasetya, 2022). Dalam mengkonfirmasi spektra massa dan
formula senyawa pada kromatogram LC-MS/MS analisis FTIR menunjukkan
kesesuaian dengan data LC-MS/MS yang ada.
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Gambar 7. Spektrum FT-IR (Prasetya, 2022).
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III. METODOLOGI PENELITTIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan
Sentra Inovasi Teknologi (UPT LTSIT) Universitas Lampung pada bulan Oktober
2024 - Mei 2025. Analisis instrumen Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS) dilakukan di Pusat Laboratorium Forensik Badan
Reserse Kriminal POLRI, Bogor dan Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) di Laboratorium Kimia FMIPA Universitas Negeri Padang.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas diantaranya gelas
ukur, pipet tetes, gelas beaker, kaca preparat, coverslip, cawan petri, blender, kasa
gulung, kapas, chamber, plastik wrap, plastik tahan panas, tisu, pinset, jarum ose,
labu evaporator, bunsen, korek api, magnetic stirrer, spatula, mikropipet 100 pL dan
1000 pL, tip mikropipet, wadah tip, spidol, lidi, autoklaf Tomy SX-700, lampu UV A
254 nm, rotary evaporator Buchi/R210, lampu UV Kohler/SN402006, neraca analitik
Wiggen Houser, Laminar Air Flow (LAF) ESCO/AVC4A1
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mikroskop Axio Zeiss Al, instrument Liquid Chromatography Mass Spectrometer
(LCMS/MS) ACQUITY UPLC® H-Class System (Waters, Beverly, MA, USA), dan
Fourier Transform Infrared Spectrometry (FTIR) PerkinElmer Frontier Optica FTIR
(FTIR-00-0515).

3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari ampas tebu,beras,
Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), Potato Dextrose Agar (PDA), agar- agar
plain, isolat actinomycetes sedimen mangrove, air laut buatan, akuades, metanol
(MeOH), etil asetat (EtOAC), diklorometana, silika gel, alkohol, pereaksi serium

sulfat, pereaksi ninhidrin, dan ketokonazol.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Peremajaan Isolat Actinomycetes Sedimen Mangrove

Isolat sedimen mangrove yang menjadi bahan penelitian merupakan isolat yang
sebelumnya sudah diisolasi oleh (Prasetya, 2022). Isolat tersebut diperoleh dari
sedimen mangrove di Srimosari, Lampung Timur. Isolat tersebut dilakukan
peremajaan. Peremajaan isolat dilakukan dengan keadaan steril dalam Laminar Air
Flow (LAF) yang sebelumnya sudah disterilkan. Peremajaan isolat diawali dengan
menuang media Nutrient Agar (NA) ke dalam cawan petri plastik dengan keadaan
bunsen menyala selama meremajakan guna mengurangi kontaminasi dengan mikroba
di udara. Selama menunggu media memadat alat alat peremajaan isolat

actinomycetes disinari dengan lampu UV selama kurang lebih 20 menit.
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Selanjutnya, sebanyak 2—3 ose isolat actinomycetes dipindahkan ke media dalam
cawan petri. Cawan petri ditutup, dilapisi dengan plastik wrap, kemudian dilapisi

kertas, dan diberi penamaan untuk selanjutnya diinkubasi selama 7 hari.

3.3.2 Identifikasi Mikroskopis Actinomycetes Sedimen Mangrove

Setiap isolat yang sudah diremajakan diidentifikasi secara mikroskopis menggunakan
metode coverslip slide culture merujuk dari (Setiawan et al., 2021) dengan beberapa
modifikasi. Coverslip ditanamkan dalam media NA dengan kemiringan sudut 45°.
Actinomycetes kemudian digores berdekatan dengan coverslip dan diinkubasi selama
4 hari. Actinomycetes yang sudah menempel pada covers/ip diambil dan diletakkan
pada kaca preparat lalu diamati morfologi seluler dan strukturnya dibawah mikroskop

Axio Zeiss Al dengan perbesaran 100x dan 400x.

3.3.3 Kultivasi Actnomycetes Sedimen Mangrove

Isolat actinomycetes sedimen mangrove yang telah diidentifikasi secara makroskopis
dan mikroskopis selanjutnya diikultivasi untuk mendapatkan ekstrak kasar (crude)
menggunakan metode solid state fermentation (SSF) yang merujuk metode dari
(Setiawan ef al., 2021) dan metode Submerged Fermentation (SmF) dengan beberapa
modifikasi (Campos et al., 2021). Media yang digunakan dalam metode SSF yaitu
media ampas tebu, dan beras, sedangkan media yang digunakan dalam metode SmF
adalah Nutrient Broth (NB) . Isolat actinomycetes sedimen mangrove ditumbuhkan

pada media inokulum cair NB 50 mL dan diinkubasi pada suhu ruang selama 7 hari.
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Inokulum yang telah tumbuh kemudian dipindahkan ke dalam Erlenmeyer 2000 mL
yang berisi 200 gram ampas tebu, beras dan NB dalam keadaan steril untuk kemudian

diinkubasi selama 14 hari pada suhu ruang.

3.3.4 Ekstraksi Senyawa Metabolit Sekunder

Untuk mendapatkan senyawa bioaktif dari actinomycetes yang sudah dikultivasi
perlu dilakukan proses ekstraksi. Pada penelitian ini menggunakan metode maserasi.
Hasil kultur pada masing- masing media dimaserasi menggunakan pelarut etil asetat
(EtOAc) selama 24 jam dan 3 kali pengulangan, kemudian disaring dan dipekatkan

menggunakan rotary evaporator hingga dihasilkan ekstrak kasar.

3.3.5 Skrining Aktivitas Antifungi Terhadap Fusarium oxysporum

Ekstrak kasar dari isolat (ISM7) dan masing-masing media kultivasinya ditimbang
bobotnya. Masing-masing sampel disiapkan larutan stok dengan konsentrasi 10
mg/mL dalam DMSO 1% untuk skrining aktivitas antifungi terhadap Fusarium
oxysporum. Fusarium oxysporum merupakan deposit yang tersedia di UPT-LTSIT
Universitas Lampung. Skrining aktivitas antifungi dilakukan dengan metode difusi
agar ring. Larutan stok ekstrak actinomycetes yang sudah disiapkan, dibuat dengan
konsentrasi 10 mg/mL beserta kontrol positif (ketokonazol) dan kontrol negatif

(DMSO 1%).

Suspensi fungi Fusarium oxysporum diambil sebanyak 100 pL dengan menggunakan
mikropipet lalu disebar merata pada media PDA 20 mL (dalam keadaan cair).
Setelah merata media PDA dituang ke dalam cawan petri, setelah media menjadi

padat ditanamkan ring dalam cawan berisi media tersebut.
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Ekstrak yang telah disiapkan kemudian diteteskan pada ring tersebut sebanyak 50 pL
beserta kontrol positif dan kontrol negatif. Cawan kemudian ditutup rapat dengan
plastik wrap dan diinkubasi selama 24 hingga 48 jam pada suhu ruang. Setelah proses
inkubasi, sampel dapat dilakukan analisis kemampuan menghambat pertumbuhan

Fusarium oxysporum melalui pengukuran zona bening yang terbentuk di sekitar ring.

3.3.5 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak kasar yang paling unggul dalam menghambat pertumbuhan fusarium
oxysporum, selanjutnya akan dilakukan pemisahan komponen senyawa melalui KLT
(Kromatografi Lapis Tipis). Menggunakan plat silika sebagai fase diam dan eluen
sebagai fase gerak. Ekstrak kasar ditotolkan sedikit pada plat dan dielusi
menggunakan perbandingan eluen seperti n-heksana : etil asetat (9:1) dan DCM :
metanol (1:1) untuk melihat pola pemisahan terbaik. Plat divisualisasi di bawah sinar
UV 254 nm dan direaksikan dengan beberapa reagen diantaranya serium sulfat dan

reagen ninhidrin (Setiawan ef al., 2022).

3.3.6 Fraksinasi Kromatografi Kolom

Ekstrak kasar isolat unggul yang telah dilakukan analisis pemisahan komponen
senyawa dengan KLT akan dilakukan fraksinasi menggunakan kromatografi kolom.
Fraksinasi menggunakan silika gel sebagai fase diam dan eluen sebagai fase gerak.
Penggunaan eluen diperlukan beberapa jenis dan perbandingan eluen yang sesuai
untuk dapat pemisahan senyawa yang lebih baik. Hasil fraksinasi kemudian

dilakukan analisis KLT menggunakan eluen yang sesuai.
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Selanjutnya dari masing-masing fraksi yang diuji aktivitas antifunginya terhadap
Fusarium oxysporum untuk mengetahui fraksi yang aktif. Sampel dapat

dikarakterisasi lebih lanjut untuk mengetahui senyawa tersebut (Sudding et al., 2021).

3.3.7 Karakterisasi Senyawa

Sampel selanjutnya dikarakterisasi menggunakan instrumen instrument Liquid
Chromatography Mass Spectrometer (LCMS/MS) ACQUITY UPLC® H-Class
System (Waters, Beverly, MA, USA), dan Fourier Transform Infrared Spectrometer
(FTIR) PerkinElmer Frontier Optica FTIR (FTIR-00-0515) di Laboratorium Kimia,
FMIPA Universitas Negeri Padang.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan
Adapun simpulan dari penelitian yang telah dilakukan adalah sebagai berikut:

1.Telah diperoleh senyawa bioaktif dari isolat actinomycetes ISM7 dalam media
kultivasi ampas tebu yang optimum sebagai antifungi, secara mikroskopis

isolat termasuk ke dalam genus Streptomyces.

2. Hasil uji bioaktivitas antifungi senyawa dari actinomycetes ISM7 digolongkan
ke dalam kategori kuat dalam menghambat pertumbuhan fungi Fusarium
oxysporum karena memiliki zona hambat lebih besar atau sama dengan 14

mm pada konsentrasi 10 mg/mL

3. Hasil karakterisasi senyawa bioaktif menggunakan LC-MS/MS dan FTIR
diperkirakan senyawa golongan peptida dengan struktur dasar fenilalanin
yang memiliki formula molekul C23H36N4S2 pada waktu retensi 12,11 menit

dan base peak 507,2283 m/z

5.2 Saran

Saran yang diberikan untuk penelitian selanjutnya adalah untuk uji toksisitas guna
mendapatkan lead compound antifungi yang dapat diaplikasikan dalam dunia
kesehatan, serta pemurnian senyawa lebih lanjut untuk dapat dikarakterisasi

menggunakan instrumen NMR.
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