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RINGKASAN

Fungi endofitik adalah fungi (jamur) yang hidup di dalam jaringan tanaman pada
periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa
membahayakan inangnya. Setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa fungi
endofitik yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder yang identik
dengan metabolit sekunder yang dihasilkan oleh tumbuhan inangnya yang diduga sebagai
akibat koevolusi atau transfer genetik (genetic recombination) dari tanaman inang ke fungi
endofitik. Kemampuan fungi endofit memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai dengan
tanaman inangnya merupakan peluang yang sangat besar dan dapat diandalkan untuk
memproduksi metabolit sekunder dari fungi endofit yang diisolasi dari tanaman inangnya
tersebut. Kendala yang dihadapi dalam memperoleh senyawa bioaktif dari tumbuhan obat
adalah sedikitnya ekstrak murni yang diperoleh ketika mengisolasi senyawa bioaktif dari
tumbuhan. Kendala tersebut menjadikan sangat sulit jika akan dilakukan pengembangan
senyawa bioaktif dari tumbuhan obat yang bersifat langka dan endemik, hal ini dikarenakan
jika tumbuhan langka dilakukan eksplorasi untuk diambil senyawa bioaktifnya, maka
kelestarian tumbuhan tersebut menjadi terancam. Dalam pengembangan obat berbasis
tumbuhan obat harus dipertimbangkan aspek kelestarian tumbuhan obat yang akan
dikembangkan. Salah satu teknologi yang bisa dilakukan adalah dengan mengisolasi fungi
endofitik dari bagian tumbuhan obat yang sering digunakan sebagai obat secara tradisional dan
dilakukan seleksi senyawa metabolit sekunder yang bersifat bioaktif seperti bersifat antibakteri
dan antioksidan dari kultur fungi endofitik tersebut, dengan demikian pengembangan senyawa
obat berbasis tumbuhan obat dapat dilakukan dan kelestarian tumbuhan obat dapat
dipertahankan.

Tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) merupakan salah satu tumbuhan yang
berasal dari marga Myrtaceae. Tumbuhan ini dapat hidup di daratan yang memiliki batasan
nutrien dari tanah yang subur dan kaya akan unsur-unsur hara. Tumbuhan ini juga mampu
hidup di tanah dengan kondisi kritis dengan sedikit unsur-unsur hara. Daun dari gelam di
Indonesia banyak dimanfaatkan sebagai bahan mentah dalam pembuatan minyak kayu putih.
Melaleuca cajuputi Powell memiliki potensi sebagai antibakteri, antioksidan, bahkan
berpotensi juga sebagai antifilaria. Melaleuca cajuputi telah digunakan secara tradisional untuk
pengobatan penyakit seperti batuk, keram perut, luka bakar, dan influenza. Tumbuhan ini juga
menunjukkan aktifitas anti-inflamatori, antidengue, antikanker dan antikonvulsan. Daun M.
cajuputi juga mengandung flavonoid yang yang tinggi, flavonoid merupakan senyawa kimia
yang bersifat antibakteri.

Penelitian ini dilakukan sebagai upaya untuk memperoleh fungi endofitik dari
tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang yang mampu menghasilkan metabolit
sekunder sebagai bahan bioaktif sebagai sumber antioksidan untuk pengembangan obat asal
tumbuhan dan menjaga kelestarian tumbuhan tersebut. Dalam upaya pengembangan obat
berbasis tumbuhan obat dan sekaligus tetap menjaga kelestarian tumbuhan obat maka
penelitian ini perlu dilakukan.

Tujuan penelitian adalah : 1) Mendapatkan isolat fungi endofitik daun tumbuhan
gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang mampu memproduksi metabolit sekunder yang
bersifat antioksidan, 2) Melakukan uji invitro untuk memverifikasi potensi antioksidan
metabolit sekunder fungi endofitik daun tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell), 3)
Mengidentifikasi secara fenotipik dan secara molekuler isolat fungi endofitik dari daun
tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang berpotensi tinggi dalam menghasilkan
metabolit sekunder yang bersifat antioksidan, 4) Melakukan optimasi produksi antioksidan
oleh fungi endofitik tumbuhan gelam dengan variasi parameter fisiokimia dan nutrisi.
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Prosedur penelitian yang dilakukan meliputi : isolasi dan pemurnian fungi endofitik,
kultivasi fungi endofitik, ekstraksi metabolit sekunder, uji aktivitas antioksidan, optimasi
produksi dan aktivitas antioksidan untuk parameter fisiokimia dan nutrisi, karakterisasi dan
identifikasi secara fenotipik dan molekuler fungi endofitik yang berpotensi tinggi dalam
menghasilkan senyawa bioaktif yang bersifat antioksidan.

Luaran yang ditargetkan adalah : 1) Artikel ilmiah pada jurnal internasional
bereputasi, 2). Artikel ilmiah pada jurnal terakreditasi nasional.

Tingkat keterserapan teknologi (TKT) pada penelitian ini adalah TKT 3, yaitu
Pembuktian konsep fungsi dan/atau karakteristik penting secara analitis dan eksperimental.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sementara sebagai
berikut: 1. Fungi endofit yang diperoleh dari tumbuhan Gelam sebanyak 7 isolat fungi, yaitu
isolate McAO1, McAO2, McAO3, McAO4, McAO5, McAO6, DAN McAQO7, 2.Ekstrak
metabolit sekunder isolat fungi endofit yang memiliki aktivitas antioksidan yang kuat yakni
ekstrak isolat McAO4, McAO6, McAO7 dengan nilai 1Cso berturut-turut 8,12 pg/mL, 20,41
pg/mL dan 30,19 pug/mL. 3.Ekstrak metabolit sekunder isolat fungi endofit McAO4, McAQB,
dan McAO7 mengandung senyawa fenol dan flavonoid. 4.Isolat McAO4 memiliki homologi
sebesar 98,81% dengan Pestalotiopsis hawaiiensis CBS 114491, isolat McAO6 memiliki
homologi sebesar 99,83% dengan Aspergillus pseudonomius strain NRRL 3353, isolat MCAO7
memiliki homologi dengan Lichtheimia ramosa CBS 582.65 dengan nilai homologi sebesar
92,48%. 5. Hasil optimasi pH menunjukkan pH 5 yang memberikan hasil berat ekstrak tertinggi
(0,49 gram), dan sumber nitrogen berupa pepton juga memberikan hasil berat ekstrak tertinggi
(0,35 gram).

Kata kunci : fungi endofitik, Melaleuca cajuputi Powell, antioksidan



BAB |. PENDAHULUAN

Latar belakang

Sejumlah tumbuhan sudah secara turun temurun dari generasi ke generasi digunakan
sebagai obat oleh hampir setiap masyarakat termasuk di Indonesia. Tumbuhan yang digunakan
sebagai tumbuhan obat, sekarang sudah mulai digali secara ilmiah dengan menganalisis
kandungan bahan aktif yang menyebabkan berkasiat obat. Namun secara umum, bahan aktif
yang terkandung di dalam tumbuhan tersebut terlalu sedikit atau minor, oleh karena itu jika
akan dikembangkan dalam skala besar mengalami kendala dari bahan baku tumbuhan tersebut
yaitu harus dalam jumlah yang besar.

Penelitian yang dilakukan oleh Munawar dan Elfita [1] menunjukkan bahwa senyawa
antibakteri berupa ekstrak kasar yang dihasilkan dari kulit akar tumbuhan Medang Seluang
(Litsea spatulata) yang diekstraksi menggunakan n-heksan hanya 2,22% (b/b), jika senyawa
tersebut dimurnikan maka jumlahnya akan lebih sedikit lagi. Kendala tersebut menjadikan
sangat sulit jika akan dilakukan pengembangan senyawa bioaktif dari tumbuhan obat yang
bersifat langka dan endemik. Hal ini dikarenakan jika tumbuhan langka dilakukan eksplorasi
untuk diambil senyawa bioaktifnya, maka kelestarian tumbuhan tersebut menjadi terancam.
Kendala tersebut dapat diantisipasi dengan mengisolasi mikroba terutama fungi (jamur)
endofitik yang bersimbiosis dengan tumbuhan tersebut. Teknik yang dilakukan hanya
mengambil sedikit bagian tumbuhan yang biasa digunakan dalam pengobatan secara
tradisional, selanjutnya dilakukan isolasi jamur endofitik dari bagian tumbuhan tersebut,
dengan demikian tumbuhan obat yang langka akan tetap lestari dan pengembangan senyawa
obat dari tumbuhan tersebut melalui jamur endofitiknya dapat dikembangkan.

Berdasarkan alasan tersebut di atas, maka dalam pengembangan obat berbasis
tumbuhan obat harus dipertimbangkan aspek kelestarian tumbuhan obat yang akan
dikembangkan. Salah satu teknologi yang bisa dilakukan adalah dengan mengisolasi fungi
endofitik dari bagian tumbuhan obat yang sering digunakan sebagai obat secara tradisional dan
dilakukan seleksi senyawa metabolit sekunder yang bersifat bioaktif seperti bersifat antibakteri
dan antioksidan dari kultur fungi endofitik tersebut, dengan demikian pengembangan senyawa
obat berbasis tumbuhan obat dapat dilakukan dan kelestarian tumbuhan obat terutama yang

sudah langka dapat dipertahankan.
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Fungi endofitik adalah fungi yang hidup di dalam jaringan tanaman pada periode
tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa
membahayakan inangnya. Setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba
endofit yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder yang diduga
sebagai akibat koevolusi atau transfer genetik (genetic recombination) dari tanaman inang ke
mikroba endofit [2,3].

Kemampuan fungi endofit memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai dengan
tanaman inangnya merupakan peluang yang sangat besar dan dapat diandalkan untuk
memproduksi  metabolit sekunder dari mikroba endofit yang diisolasi dari tanaman
inangnya tersebut. Dari sekitar 300.000 jenis tanaman yang tersebar di muka bumi ini, masing-
masing tanaman mengandung satu atau lebih mikroba endofit yang terdiri dari bakteri dan fungi
[3]. Apabila endofit yang diisolasi dari suatu tanaman obat dapat menghasilkan alkaloid atau
metabolit sekunder sama dengan tanaman aslinya atau bahkan dalam jumlah yang lebih tinggi,
maka kita tidak perlu menebang tanaman aslinya untuk diambil sebagai simplisia, yang
kemungkinan besar memerlukan puluhan tahun untuk dapat dipanen [4]. Menurut Stierlie et
al. [5], pemanfaatan mikroba endofitik dalam memproduksi senyawa aktif memiliki beberapa
kelebihan, antara lain (1) lebih cepat menghasilkan dengan mutu yang seragam, (2) dapat
diproduksi dalam skala besar, dan (3) kemungkinan diperoleh komponen bioaktif baru dengan
memberikan kondisi yang berbeda.

Gelam merupakan salah satu tumbuhan yang berasal dari marga Myrtaceae. Tumbuhan
ini dapat hidup di daratan yang memiliki batasan nutrien dari tanah yang subur dan kaya akan
unsur-unsur hara. Tumbuhan ini juga mampu hidup di tanah dengan kondisi kritis dengan
sedikit unsur-unsur hara. Daun dari gelam di Indonesia banyak dimanfaatkan sebagai bahan
mentah dalam pembuatan minyak kayu putih [6]. Daun gelam memiliki banyak manfaat, salah
satunya dapat digunakan sebagai sumber antibakteri [7].

Melaleuca cajuputi memiliki potensi sebagai antibakteri, antioksidan, bahkan berpotensi
juga sebagai antifilaria [8]. Melaleuca cajuputi telah digunakan secara tradisional untuk
pengobatan penyakit seperti batuk, keram perut, luka bakar, dan influenza. Tumbuhan ini juga
menunjukkan aktifitas anti-inflamatori, antidengue, antikanker dan antikonvulsan [8].
Kandungan bahan aktif dari Melaleuca cajuputi pada daunnya terdapat beberapa senyawa
antara lain trans caryophyllena, [-selinena, germacrena (CisH260), neopitadiena,
sikloheksakarboksaldehida, 3-caryophylena, 3-metoksi asam benzoat trimetilsilan; limonena;
1,4 naftaquinon-5,8-dihidroksi-2-metoksi; 3 carena; a-caryophylena; sineol; patchulin; etil
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benzena; benzena 1-me til-3 (metiletil), dan 1,3% minyak atsiri [10]. Minyak atsiri termasuk
salah satu senyawa yang terdapat di tumbuhan yang mempunyai aktivitas antibakteri [11].
Daun M. cajuputi juga mengandung flavonoid yang yang tinggi, flavonoid merupakan senyawa
kimia yang bersifat antibakteri [7].

Peningkatan radikal bebas penyebab berbagai penyakit degeneratif tidak dapat
dihindari, namun radikal bebas yang masuk kedalam tubuh dapat kurangi dengan melakukan
langkah pencegahan. Antioksidan dibutuhkan untuk menangkal dan melindungi tubuh dari
radikal bebas [12]. Antioksidan adalah senyawa yang mampu menangkap atau meredam
dampak negatif oksidan dalam tubuh. Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu
elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan bisa
dihambat [13]. Aktivitas antoksidan suatu senyawa dapat diukur dari kemampuannya meredam
radikal bebas [14, 15]. Radikal bebas yang biasa dipakai sebagai model dalam mengukur
peredaman antioksidan adalah DPPH (2,2- -diphenyl-1-picrylhydrazyl) karena cepat,
sederhana dan mudah digunakan [16].

Jamur endofitik dari tanaman obat potensial sebagai sumber senyawa bioaktif dan
senyawa kimia. Metabolit bioaktif yang diproduksi oleh jamur endofitik berasal dari jalur
biosintesis yang berbeda dan termasuk kelompok struktural yang beragam seperti terpenoid,
steroid, kuinon, fenol, coumarin dan lain-lain. Oleh karena itu fungi endofitik sebagai penghasil
senyawa baru seperti, antikanker, imunomodulator, antioksidan, antiparasit, antiviral,
antituberkulosis, insektisida dIl untuk digunakan dalam farmasi dan industri agrokimia [17].
Asam antioksidan alami cajaninstilbene (46) (C12H2204) (CSA), 3-hidroksi-4-prenil-5-
metoksibilbena-Asam 2 karboksilat telah dilaporkan dari Fusarium endofit dari kacang
merpati, Cajanus cajan [18]. Begitu pula dengan antioksidan yang kuat aktivitas tersebut
ditujukkan oleh Xylaria sp.yang diisolasi dari Ginkgo Biloba. Kegiatan ini disebabkan oleh
adanya fenolat dan flavonoid [19]. Chaetomium sp. dari Nerium oleander bisa menjadi sumber
antioksidan potensial sebagai flavonoid dan asam fenolik turunan dari jamur ini menunjukkan
aktivitas antioksidan yang kuat [20].

Optimasi produksi dan aktivitas antioksidan dari fungi endofitik perlu dilakukan untuk
memperoleh hasil yang lebih banyak dengan aktivitas antioksidan yang lebih tinggi. Optimasi
dapat dilakukan dengan optimasi parameter fisiokimia dan nutrisi. Optimasi parameter
fisiokimia dapat dilakukan dengan membuat variasi suhu dan pH yang berbeda. Optimasi

nutrisi dengan membuat variasi nutrisi yang berupa sumber karbon (C) dan sumber nitrogen.



Tujuan Penelitian

1. Mendapatkan isolat fungi endofitik asal tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang
mampu memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antioksidan.

2. Melakukan uji invitro untuk memverifikasi sifat antioksidan metabolit sekunder fungi
endofitik tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell)

3. Mengidentifikasi secara fenotipik dan secara molekuler isolat fungi endofitik dari tumbuhan
gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang berpotensi tinggi dalam menghasilkan metabolit
sekunder yang bersifat antioksidan

4. Melakukan optimasi produksi antioksidan oleh fungi endofitik tumbuhan gelam (Melaleuca

cajuputi Powell) dengan variasi parameter fisiokimia dan nutrisi

Manfaat Penelitian

Dengan diperolehnya fungi endofit tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang
berpotensi tinggi dalam menghasilkan senyawa bioaktif yang bersifat antioksidan akan dapat
juga digunakan sebagai upaya pelestarian tumbuhan obat yang sulit diperoleh di alam, karena
dalam upaya memperoleh bahan baku obat herbal dapat memanfaatkan fungi endofitiknya

sehingga tidak perlu lagi mengambil tumbuhannya.

TINGKAT KESIAPTERAPAN TEKNOLOGI (TKT) PENELITIAN
Fokus Riset :
30 : Riset Kesehatan —Obat
Tema Riset :
3030 : Teknologi Kemandirian Bahan baku Obat
Jenis topik :
303010 : Pengembangan fitofarmaka berbasis sumberdaya local
TKT:
3 : Pembuktian konsep fungsi dan/atau karakteristik penting secara analitis dan

eksperimental



BAB Il. TINJAUAN PUSTAKA

Fungi endofitik

Fungi endofit didefinisikan sebagai fungi yang ditemukan hidup di bagian jaringan
tumbuhan pada kurun waktu tertentu dan berasosiasi didalamnya tanpa merugikan atau
membahayakan inangnya. Fungi endofit ini dapat melakukan suatu proses metabolisme dimana
akan menghasilkan suatu senyawa bioaktif yang berpotensi untuk dikembangkan [21]. Hal ini
dikarenakan selain siklus hidup fungi yang pendek dan mudah untuk dikembangbiakkan, fungi
juga mampu menghasilkan senyawa bioaktif dalam jumlah yang besar dalam waktu yang
singkat [22]. Fungi endofit mampu bertahan hidup di dalam jaringan tumbuhan karena adanya
interaksi mutualisme dengan tumbuhan inangnya, yaitu fungi endofit mendapatkan nutrisi dan
perlindungan dari tumbuhan inang untuk kelangsungan hidupnya, dan tumbuhan inang
mendapatkan proteksi terhadap serangan patogen dari senyawa metabolit fungsional yang
dihasilkan oleh fungi endofit [2].

Fungi endofit merupakan fungi yang hidup di dalam jaringan tumbuhan tanpa
menimbulkan gejala penyakit pada tumbuhan inangnya. Fungi endofit mampu menghasilkan
senyawa-senyawa bioaktif misalnya senyawa antibakteri, antifungi, antivirus, antikanker,
antimalaria dan sebagainya [3]. Fungi endofit menghasilkan berbagai senyawa yang memiliki
aktivitas biologi, diantaranya alkaloid, terpenoid, fenolik, dan sebagainya [2]. Fungi endofit
yang tumbuh pada jaringan tumbuhan obat, juga dapat menghasilkan senyawa yang memiliki
khasiat sama dengan tumbuhan inangnya, walaupun jenis senyawanya berbeda. Bahkan,
senyawa yang dihasilkan fungi endofit seringkali memiliki aktivitas yang lebih besar

dibandingkan aktivitas senyawa dari tumbuhan inangnya [23].

Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell).
1. Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell)
1.1. Deskripsi Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell).

Gelam merupakan salah satu tumbuhan yang berasal dari marga Myrtacea. Tumbuhan
ini dapat hidup di daratan yang memiliki batasan nutrien dari tanah yang subur dan kaya akan
unsur-unsur hara. Tumbuhan ini juga mampu hidup di tanah dengan kondisi Kritis dengan
sedikit unsur-unsur hara. Gelam dikenal sebagai spesies yang toleran terhadap kondisi ekstrim,
ada potensi dari tumbuhan ini digunakan sebagai tumbuhan rehabilisasi lahan gambut yang
rusak. Daun dari gelam di Indonesia banyak dimanfaatkan sebagai bahan mentah dalam
pembuatan minyak kayu putih [6].



Gelam atau Melaleuca cajuputi tersebar dari Australia sampai Asia Tenggara dan
berkembang di hutan rawa tropis. Penyebaran biji dari M. cajuputi terjadi akibat kebakaran
lahan selama musim kemarau, biji kemudian mengalami perkecambahan pada kondisi lembab
dengan adanya peningkatan curah hujan, biji dapat bertahan selama tiga bulan atau lebih
selama musim hujan. Gelam termasuk salah satu tanaman amfibi, karena habitat gelam berada
di rawa gambut dengan kenaikan air yang selalu mengalami fluktuasi. Biji dari M. cajuputi
melakukan fotosintesis di bawah air. Karakteristik morfologi dan anatomi dari daun dan batang
M. cajuputi lebih cocok untuk fotosintesis di bawah tanah, sehingga M. cajuputi mampu
tumbuh di daerah yang terendam air [24].

Gelam biasanya digunakan untuk mengobati penyakit kolera, nyeri otot dan sendi dalam
pengobatan tradisonal. Gelam dilaporkan memiliki kemampuan sebagai anti-inflamasi,
antikanker, hepatoprotektif, dan aktivitas antelmintik. Tumbuhan ini memiliki potensi sebagai
antibakteri terhadap bakteri spesies Gram positif (B. cereus, S. epididimis, S. aureus dan S.
pneumoniae) dan spesies bakteri Gram negatif (E. coli, P. multocida, K. pneumoniae dan S.
typhimurium). Bagian tumbuhan ini yang memiliki potensi sebagai antibakteri adalah bunga
dan daunnya. Aktivitas antibakteri pada gelam dikarenakan kandungan senyawa fenolik dan
flavonoid pada daun dan bunganya [7].

Tumbuhan dari genus Melaleuca dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang bersifat
antibakteri, antifungi, antikanker, antiinflamasi, antioksidan dan lainnya [25]. Salah satu
tumbuhan yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif adalah tumbuhan gelam (Melaleuca
cajuputi Powell). Tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) memiliki senyawa bioktif
berupa senyawa terpen yaitu 1,8-Sineol, a-Terpineol, a-Pinen, Limonen, Globulol, dan Guaiol
yang berpotensi sebagai antioksidan [26].

Melaleuca cajuputi Powell termasuk tumbuhan pohon tahunan yang memiliki tinggi
hingga 40 m dengan pohon dewasa memiliki batang yang berdiameter 1,2 m. M. cajuputi dapat
tumbuh dengan cepat dibandingkan dengan jenis Melaleuca lainnya. M. cajuputi tumbuh dan
menyebar dengan cepat karena kemampuan toleransinya terhadap kondisi basah dan asam,
serta tumbuhan ini mampu beradaptasi dengan kondisi yang tidak menguntungkan lebih baik

daripada spesies lainnya [27].



1.2. Klasifikasi Gelam (Melaleuca cajuputi Powell)
Klasifikasi Melaleuca cajuputi menurut United States Department of Agriculture
(2018) adalah sebagai berikut :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo : Myrtales

Famili : Myrtaceae

Genus : Melaleuca

Spesies : Melaleuca cajuputi Powell

Metabolit Sekunder Fungi Endofit

Dalam hidupnya, makhluk hidup akan melakukan suatu proses biosintesis dimana akan
dihasilkan suatu senyawa yang disebut dengan metabolit. Berdasarkan fungsinya senyawa
metabolit dibedakan menjadi metabolit primer dan metabolit sekunder. Metabolit primer
merupakan suatu senyawa esensial yang dibutuhkan untuk kelangsungan hidup, yaitu tumbuh
dan berkembang. Contoh dari senyawa metabolit primer adalah asam amino, nukleotida,
protein, asam nukleat, lemak, dan karbohidrat. Berbeda dari metabolit primer, metabolit
sekunder merupakan senyawa yang dihasilkan oleh makhluk hidup sebagai kebutuhan
pelengkap yang berfungsi untuk pertahanan dalam berinteraksi dengan ekosistemnya. Dengan
kata lain, metabolit sekunder bukan dibutuhkan untuk tumbuh maupun berkembang melainkan
untuk pertahanan diri dalam berinteraksi dengan ekosistem. Beberapa senyawa metabolit
sekunder, yaitu antibiotik, pigmen, vitamin, dan steroid [28].

Metabolit sekunder dapat dihasilkan dari bagian-bagian tumbuhan seperti akar,
batang, daun, bunga, dan buah. Masing-masing bagian tumbuhan didalamnya terdapat mikroba
endofit salah satunya adalah fungi. Fungi endofit yang diisolasi dari jaringan tumbuhan dan
ditumbuhkan pada medium fermentasi dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang sama atau
sejenis seperti inangnya dengan bantuan aktivitas enzim didalamnya. Berdasarkan dari
beberapa penelitian, senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh fungi endofit dapat berperan
sebagai antibiotik (antibakteri dan antifungi), antikanker, antivirus, dan antiserangga [22, 28,
29].

Fungi endofit memiliki kemampuan memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai
dengan tanaman inangnya beberapa mikroba endofit mampu menghasilkan berbagai senyawa
antibiotik seperti senyawa-senyawa anti kanker, anti virus, atau antibakteri. Berbagai jenis



tanaman terutama tanaman obat, dapat digunakan sebagai sumber isolat jamur endofit. Salah
satu contoh senyawa anti kanker yang dihasilkan dari fungi endofitik adalah senyawa taxol
yang diisolasi dari tumbuhan Taxus brevifolia. Fungi endofit Taxomyces andreanae yang telah
diisolasi dari tumbuhan Taxus brevifolia memiliki sifat antikanker karena menghasilkan
senyawa taxol di dalamnya [3].

Sekitar 300 jenis tanaman yang tersebar dimuka bumi mengandung mikroba endofit yang
mampu menghasilkan metabolit sekunder. Mikroba endofit yang menghasilkan metabolit
sekunder yang berkhasiat sebagai obat diantaranya adalah Cryptocandin adalah antifungi
Candida albicans dan Trichopyton spp yang dihasilkan oleh mikroba endofit Cryptosporiopsis
quercina, Pseudomonas viridiflava menghasilkan ecomycin yang yang berkhasiat sebagai
antifungi dan antibakteri, Phomopsichalasin merupakan metabolit yang diisolasi dari mikroba
endofit Phomopsis spp. berkhasiat sebagai anti bakteri Bacillus subtilis, Salmonella enterica,
Staphylococcos aureus, dan juga dapat menghambat pertumbuhan jamur Candida tropicalis.
Serta Endofit Pseudomassaria sp yang menghasilkan metabolit sekunder yang bekerja seperti

insulin [4].

Antioksidan

Antioksidan adalah senyawa yang bertindak sebagai reduktan atau pemberikan donor
elektron (electron donor). Senyawa antioksidan memiliki berat molekul kecil. mampu
menghambat kerusakan pada sel dengan cara mencegah terbentuknya radikal dan
menginaktivasi radikal bebas agar tidak berkembang, serta berperan dalam menghambat reaksi
oksidasi dengan cara mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif. Status
antioksidan bila berkaitan dengan reaksi oksidasi di dalam tubuh, merupakan parameter akan
kesehatan seseorang. Jumlah antioksidan yang terdapat dalam tubuh harus memadai. Radikal
bebas dalam keadaan patologik akan terbentuk dalam jumlah berlebihan, dan menyebabkan
terjadinya penurunan aktivitas enzim-enzim yang berperan sebagai antioksidan endogen.
Dalam keadaan seperti ini tubuh membutuhkan antioksidan eksogen atau antioksidan yang
berasal dari luar tubuh dalam jumlah yang banyak, untuk dapat menetralkan atau mengurangi
efek yang disebabkan radikal bebas. Reaksi-reaksi yang terjadi oleh radikal bebas alam maupun
hasil metabolisme tubuh dengan protein mampu dicegah antioksidan, sehingga perubahan yang
terjadi didalam DNA atau pembelahan sel akibat reaksi oksidan tidak terjadi. Hal inilah yang
membuat antioksidan erat hubungannnya sebagai obat kanker [39].



Fungi Endofit penghasil senyawa antioksidan

Menurut Yadav et al., [40] senyawa alkaloid, fenol, flavonoid, saponin, dan terpen
adalah senyawa kimia yang dijumpai pada 21 isolat fungi endofit yang diisolasi dari Eugenia
jambolana Lam. Korelasi positif yang signifikan dijumpai antara aktivitas antioksidan dan
jumlah total fungi. Ada 36% ekstrak endofit yang memiliki kandungan fenol tinggi yang
menunjukkan aktivitas antioksidan kuat. Strain Chaetomium sp., Aspergillus sp., Aspergillus
peyronelii dan Aspergillus niger menunjukkan aktivitas antioksidan paling tinggi yang berkisar
antara 50% sampai 80% yang memiliki total fenol 58 mg/g sampai 60 mg/g GAE. Asam
askorbat digunakan sebagai standar menunjukkan potensial reduksi sebesar 90%.

Fungi endofit Chaetomium sp yang berasal dari bunga jepun (Nerrium oleander)
mempunyai aktivitas sebagai antioksidan. Berdasarkan analisis kualitatif yang dilakukan,
fungi ini menghasilkan senyawa bioaktif berupa phenolic (asam fenolat dan derivat fenol).
Selain itu metabolit sekunder fungi jenis Aspergillus niger dan Alternaria alternata dari
tumbuhan Tabebuia argentea, menghasilkan senyawa lapachol alami yaitu, naphthoquinone
yang telah terbukti memiliki aktivitas antioksidan [28].

Ekstrak fungi endofit Aspergillus sp tumbuhan Trigonella foenum-graecum
menunjukkan kandungan total fenol dalam bentuk ekuivalen dengan gallic acid (89,9 + 7,1)
mg GAE/g dan aktivitas antiokasidan dengan metode DPPH yang paling tinggi dengan nilai
IC50 sebesar 18,0 + 0,1 pg/mL [41]. Ekstrak fungi endofit yang diisolasi dari Calotropis
procera yaitu Penicillium dan Aspergillus menunjukkan aktivitas sebagai antioksidan yang
ditunjukkan dengan kandungan total flavonoid berturut-turut sebesar 130,50 pg/mg dan 94,91
pg/mg dan kandungan fenol berturut-turut sebesar 9,16 pg/mg dan 12,13 pg/mg [42].

Penelitian yang dilakukan Elfita et al. [43], fungi endofit Acremonium sp yang diisolasi
dari tumbuhan kandis gajah (Garcinia griffithii) mampu menghasilkan senyawa golongan
seskuiterpen yaitu 3,5-dihidroksi-2,5-dimetiltrideka-2,9,11-triena-4,8-dion. Senyawa ini
memiliki aktivitas sebagai antioksidan yang kuat dengan nilai ICso 10,3 pg/ml etara dengan
dengan nilai ICsp asam askorbat, yaitu 9,8 pg/ml. Menurut Strobel and Daisy [3] fungi endofit
Pestalotiopsis microspora yang diisolasi dari tumbuhan Terminalia morobensis, di Papua New
Guinea menghasilkan senyawa antioksidan. Fungi tersebut menghasilkan metabolit sekunder
pestacin dan isopestacin yang dapat berkhasiat sebagai antioksidan karena diduga strukturnya
menyerupai flavonoid.

Penelitian Widjajanti dkk [32] dari tumbuhan pelawan (Tristaniopsis merguensis
Griff) berhasil diisolasi fungi yang mampu menghasilkan senyawa antioksidan yaitu

Aspergillus wentii Wehmer, Phialophora_fastigiata, dan Cladosporium sp. dengan nilai 1Cso
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berturut-turut sebesar 151, 164, dan 74. Dari tumbuhan tunjuk langit (Helminthostachys
zeylanica (L.)Hook) berhasil diisolasi fungi endofitik yang menghasilkan senyawa antioksidan
yaitu Aspergillus tubingiensis, Aspergillus japonicus, dan Aspergillus carbonarius dengan
nilai 1Csg berturut-turut sebesar 150 pg/mL, 133 pg/mL, dan 138 pug/mL. Penelitian Widjajanti
dkk [44] dari tumbuhan kardia (Bellucia pentamera Naudin) berhasil diisolasi fungi yang
mampu menghasilkan senyawa antioksidan yaitu Aspergillus fumigatus, Penicillium spl, dan
Penicillium sp2 dengan nilai ICso berturut-turut sebesar 116 pg/mL , 143 ug/mL, dan 154
ug/mL.
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STATE OF THE ART
No | Judul jurnal dan peneliti | Jurnal/ Hasil penelitian
Prosiding
1. | Diversity of endophytic BIODIVERSITAS Hasil penelitian menunjukkan bahwa
fungi in cajuput leaf waste | (2019) : 20(2) : 562- | dari serasah daun gelam diperoleh
(Melaleuca cajuputi) 569 total 14 spesies jamur dari empat genera
yaitu Aspergillus, Arthrinium, Rhizopus,
Ana Widiana, Ukit , dan satu genus yang tidak dikenal.
Afifah Thahirah, Epa Tiga spesies jamur terisolasi juga diuji
Paujiah aktivitas enzim selulasenya, Arthrinium
phaeospermum K11 menunjukkan
aktivitas selulase tertinggi 9,39 U / mL
2. | Effect Of Tsunami On Proceeding of 2" Hasil penelitian menunjukkan T1
Endophytic Fungi In Leaf | Biochemistry and adalah Daldinia eschschoizii, T2 adalah
Of Melaleuca cajuputi Molecular Biology Entonaema
Powell and Syzygium Conference on cinnabarinum, T3 adalah Rosellinia
gratum (Wight) S.N. Mitra | Biochemistry and necatrix, dan T4 adalah Cladosporium
At Lampee-Had Tai Molecular Biology cladosporioides.
Muang National Park, for Sustainable Secara keseluruhan, dapat disimpulkan
Pang-Nga Development bahwa 3 ini
May 7-8, 2009 isolat jamur endofit mungkin membuat
Chanon Kowasupat, Faculty of Science, M. cajuputi selamat dari impaksi
Chanpen Chanchao, and Khon Kaen Tsunami
Jedsada Denduangboripant | University Khon
Kaen, Thailand
3. | Antimicrobial Substances | A Thesis Degree of Hasil penelitian menunjukkan bahwa 6-

Produced by Endophytic
Fungi from Melaleuca
cajuputi leaves and twigs

Tinnakorn Rosruen

Master of Science
Program in
Biotechnology
Faculty of Science
Chulalongkorn
University, 2009

benzyl-3-isoprophyl-1-
methylpiperazine-2,5-dione
menunjukkan aktivitas antimikroba
terhadap Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25922, Candida
albicans ATCC 10231, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas
aeruginosa.

Nilai MIC 1,96, 62,5, 31,32 Ug / mL,
dan ergosterol menunjukkan aktivitas
antimikroba terhadap Bacillus subtilis
ATCC 6633 dan Escherichia coli ATCC
25922 dengan nilai MIC keduanya 250
Ug/mL.

**

Penelitian yang akan
dilakukan :

Potensi fungi endofit daun
gelam (Melaleuca cajuputi
Powell) sebagai sumber
senyawa antioksidan

Optimasi produksi
metabolit sekunder fungi
endofit daun gelam
(Melaleuca cajuputi
Powell)

Potensi antioksidan dilakukan
menggunakan metoda DPPH.

Optimasi akan dilakukan dengan variasi
parameter fisiokimia dan nutrisi
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BAB Ill. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian akan dilaksanakan dari bulan Januari 2020 sampai Nopember 2020. Pengambilan
sampel tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) di desa Tanjung Senai, Kecamatan
Inderalaya, Kabupaten Ogan Ilir, Sumatera Selatan. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika & Bioteknologi Jurusan Biologi Universitas
Sriwijaya Inderalaya. Sekuensing DNA fungi endofitik dilakukan di 1%t BASE Malaysia.

Carakerja :
Pembuatan media dan sterilisasi alat dan bahan

Media yang dibuat meliputi Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient Agar (NA), Potato Dextrose
Agar (PDA), Potato Dextrose Broth (PDB), Saboroud Dextrose Agar (SDA), dan medium
Potato Dextrose Yeast (PDY). Medium yang telah ditimbang sesuai dengan ketentuan masing-
masing medium dilarutkan dalam 1L akuades dan dipanaskan di atas hot plate yang dilengkapi
magnetic stirrer dan ditunggu hingga mendidih. Setelah mendidih dimasukkan ke dalam
tabung reaksi + 10 ml. Semua media yang telah dibuat beserta semua bahan dan alat-alat yang
akan digunakan disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15 Ib selama 15
menit [45].

Sterilisasi sampel

Sampel berupa daun tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell) dicuci dengan air mengalir
sampai bersih + 5 menit. Kemudian dilakukan sterilisasi permukaan dengan cara masing-
masing sampel diolesi alkohol 70 % selama £ 3 menit dengan menggunakan kapas, dibilas
dengan akuades steril £ 1 menit, selanjutnya diolesi kembali dengan HgCl> (merkuri klorida)

5% (b/v) secukupnya. Setelah 1 menit, dibilas kembali dengan akuades steril selama + 1 menit.

Isolasi dan pemurnian fungi endofitik

Daun yang telah steril dipotong membujur secara aseptik, kemudian diletakkan di medium
PDA yang telah memadat di cawan petri. Diinkubasi pada suhu kamar dan dilakukan
pengamatan setiap hari sampai tampak fungi yang tumbuh. Koloni fungi yang tumbuh pada
medium PDA yang menunjukan sifat morfologi berbeda (bentuk, warna dan ukuran koloni)

selanjutnya dimurnikan. Pemurnian dilakukan dengan memindahkan koloni ke medium PDA
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yang baru dan diinkubasi pada suhu kamar selama 2 x 24 jam. Koloni jamur yang terpisah telah
murni lalu dibuat kultur kerja dan stok dengan cara menumbuhkan pada medium PDA miring.

Skema isolasi dan pemurnian jamur endofitik dari tumbuhan inang disajikan pada Gambar 3

Bagian tanaman

-Sterilisasi dengan alkohol 70% dan HgClI2 5%
-Dipotong membujur + 2cm

-Diinokulasikan di medium PDA di cawan petri
-Inkubasi suhu kamar, 2x24 jam

Koloni fungi endofit yang
tumbuh pada medium PDA

-Dimurnikan ‘

Biakan murni Fungi endofit

-Dibuat kultur stok dan kultur kerja l

2 ! !
Kultur stok Kultur kerja
fungi Endofit Fungi Endofit

Gambar 2. Isolasi dan pemurnian fungi endofitik dari tumbuhan inang

Kultivasi dan ekstraksi metabolit sekunder

Isolat fungi endofit yang diperoleh diinokulasikan sebanyak 10 agar plug ke dalam botol
kultivasi ukuran 1 liter yang berisikan 500 mL medium Potato dextrose Broth (PDB),
diinkubasi pada suhu ruang (27 °C) selama + 2 minggu. Setelah terjadi perubahan warna pada
medium yang mengindikasikan telah diproduksinya metabolit sekunder selanjutnya kultur
medium difraksinasi cair-cair (partisi) dengan pelarut etil asetat. Ekstrak yang diperoleh

dipekatkan dengan rotary evaporator, sehingga didapatkan ekstrak kental etil asetat.

Pengukuran biomassa fungi endofitik

Biomasa fungi yang telah dipisahkan dari medium kultivasi selanjutnya ditimbang berat basah
dan berat keringnya. Berat kering didapat dengan cara fungi diletakan di atas kertas saring lalu
di oven dengan suhu 60° C selama + 24 jam kemudian didinginkan di desikator lalu ditimbang.

Pengeringan dilakukan berulang sampai didapat berat biomassa fungi yang konstan.

Uji aktivitas antioksidan Ekstrak Etil Asetat dengan metode DPPH
Larutan DPPH 0,05 mM vyang terdiri dari DPPH yang dilarutkan dalam methanol disiapkan.
Larutan induk dibuat dengan melarutkan sampel dalam dimetil sufoksida (DMSO) dengan

konsentrasi 1000 pg/mL. Variasi konsentrasi sampel dibuat dengan pengenceran larutan induk
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menjadi 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, dan 0 pg/mL. Sebanyak 0,2 mL dari berbagai konsentrasi
larutan sampel ditambahkan 3,8 mL larutan DPPH 0,05 mM. Campuran larutan dihomogenkan
dan dibiarkan selama 30 menit di tempat gelap. Serapan diukur dengan spektrofotometer UV-
Vis pada Amaks 517 nm. Untuk kontrol positif digunakan antioksidan standar (asam askorbat)
dengan perlakuan yang sama seperti sampel. Persen Inhibisi sampel ditentukan oleh besarnya
hambatan serapan radikal DPPH melalui perhitungan persentase inhibisi serapan DPPH.
Persen Inhibisi yang diperoleh dari setiap konsentrasi sampel, kemudian ditentukan ICso
(Inhibition Consentration-50). Data diolah menggunakan analisa regresi linier probit antara log
konsentrasi larutan uji (X) dengan persentase Inhibisi (y) sehingga diperoleh 1Csg. Setelah
diperoleh 1Csq dari setiap sampel, kemudian dilakukan perbandingan antara ICso setiap sampel

dengan ICso Asam askorbat sebagai kontrol positif dari antioksidan [12].

Optimalisasi parameter fisiokimia dan nutrisi

Untuk mengoptimalkan parameter fisio-kimia dan nutrisi untuk mengekspresikan potensi
antioksidan terbaik, kedua organisme ditanam pada suhu dan nilai pH yang berbeda. Profil
waktu untuk potensi antioksidan dilakukan dengan menguji aktivitas antioksidan pada masa
inkubasi 30 hari pertumbuhan dalam kondisi statis.

Efek sumber karbon dan nitrogen

Untuk menemukan sumber karbon terbaik, digunakan medium Czapek dox dimana sukrosa
dalam media Czapek dox diganti dengan gula yang berbeda (glukosa dan dextrosa) sementara
untuk mencari sumber nitrogen terbaik, natrium nitrat diganti dengan sumber nitrogen yang
berbeda (ekstrak ragi dan pepton ) pada konsentrasi yang sama yaitu 3% dan 0,2%, masing-

masing.

Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak fungi endofit yang memiliki aktivitas antibakeri yang tinggi kemudian dilakukan
analisis KLT. Analisis kromatografi lapis tipis menggunakan plat silica gel 60 dan pelarut etil
asetat dan n-heksan dengan perbandingan eluen yang digunakan (etil asetat : n-heksan) yaitu
1:4, 3:2, 2:3, dan 4:1. Bercak yang terbentuk dilihat dengan menggunakan sinar UV dengan

panjang gelombang 366 nm, dan ditentukan nilai Rf dari bercak senyawa yang terbentuk [51].
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Uji Bioautografi

Ekstrak isolat fungi endofit yang telah dilarutkan dengan pelarut
(etil asetat) kemudian diambil menggunakan pipa kapiler dan ditotolkan pada Plat Silika Gel.
Selanjutnya plat yang telah ditotolkan ekstrak dimasukan kedalam bejana berisi pelarut eluen
berupa n-heksan : etil asetat (8:2), hingga pelarut naik sampai batas atas plat. Selanjutnya plat
disemprot dengan larutan H2SO4, dan dipanaskan diatas hotplate hingga terbentuk noda. Noda
yang muncul lalu diukur untuk menentukan nilai Rf [52].

_ Jarak Tempuh Ekstrak

- Jarak Tempuh Pelarut

Kromatogram diletakkan dalam cawan petri yang telah berisi biakkan bakteri, noda
pada kromatogram dijiplak ke cawan Petri, kromatogram dibiarkan menempel pada medium
agar selama 30 menit supaya senyawa aktif berdifusi kedalam medium agar, kemudian
diangkat dengan hati-hati. Setelah 24 jam diinkubasi dapat dilihat bercak atau zona bening yang

terbentuk merupakan daerah senyawa aktif berada [53].

Karakterisasi dan identifikasi fungi endofitik secara fenotipik

Isolat fungi endofit yang mempunyai aktivitas antibakteri tinggi dari hasil seleksi
selanjutnya diidentifikasi berdasarkan karakter fenotipik dan genotipik. Karakterisasi fenotipik
meliputi morfologi makroskopis dan mikroskopis, sifat fisiologi dan biokimia. Hasil
karakterisasi fenotipik jamur dibandingkan dengan karakter fungi pada Domsch et al. [54, 55,
56].

Karakterisasi dan identifikasi fungi endofitik secara molekuler

Identifikasi lebih lanjut dilakukan secara molekular (karakter genotipik) dengan
menganalisis urutan DNA ribosom daerah ITS untuk jamur yang kemudian dibandingkan
dengan data urutan DNA genus jamur yang sesuai yang telah diketahui. Identifikasi
berdasarkan data molekular ditentukan dari perbandingan nilai similaritas dan perbedaan
nukleotida dalam urutan fragmen DNA masing-masing isolat jamur terpilih dengan strain
acuan. Hasil identifikasi filogenetik dibandingkan dengan data morfologi makroskopis dan
mikroskopis masing-masing isolat jamur. Tahapan identifikasi secara molekular (karakter

genotipik) meliputi :
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1. Ekstraksi DNA Fungi

Pelet fungi diekstraksi masing-masing menggunakan kit ekstraksi DNA fungi. DNA yang
diperoleh disimpan pada suhu 4°C selama semalam (overnight) agar larut sempurna dalam
bufer TE 1x dan selanjutnya disimpan di suhu -20°C untuk penyimpanan jangka waktu lama.
Kemurnian dan konsentrasi DNA dilakukan secara kuantitatif dan kualitatif. Penghitungan
secara kuantitatif ditentukan dengan alat spektrofotometer pada panjang gelombang 260 nm
dan 280 nm, kemudian dihitung rasio absorbansinya. Uji kualitas DNA dilakukan dengan
metode elektroforesis menggunakan gel agarosa dengan konsentrasi 0,8%. Kualitas DNA baik
apabila pita DNA nampak jelas, tebal, hanya ada satu pita dan tidak ada bayangan di bawah
pita (smear) dan dibandingkan dengan marker [57].

1. Amplifikasi Daerah 16s rDNA dan Internal Transcribed Spacer (ITS) untuk
Sequencing
Amplifikasi daerah 16s rDNA bakteri (setelah dilakukan Rep-PCR) dan ITS dilakukan dengan
menggunakan satu pasang primer 27F-1492R. Amplifikasi daerah ITS jamur dilakukan
menggunakan satu pasang primer ITS1-1TS4 (Tabel 1). Premix PCR untuk amplifikasi dibuat
dengan komposisi sesuai dengan kit Ready To Go (Amersham Pharmasia) dengan volume total
adalah 25 pL. Amplifikasi dilakukan dalam mesin PCR (Biorad T100 Thermal Cycler) dengan
program pada Tabel 2. Tabung yang berisi product PCR disimpan pada suhu -20 °C untuk

dianalisis melalui elektroforesis dan selanjutnya diurutkan sekuennya.

Tabel 1. Primer yang digunakan untuk amplifikasi DNA

No. DNA Primer Urutan primer Referensi
1 Fungi ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ [58]
2 ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ [58]

Tabel 2. Kondisi reaksi PCR untuk amplifikasi daerah ITS rDNA

Amplifikasi daerah ITS rDNA

Reaksi Suhu (°C) Waktu Siklus
Predenaturasi 94 5 menit 1X
Denaturasi 94 50 detik 30x
Annealing 54 50 detik
Elongasi 72 50 detik
Post-elongasi 72 10 menit 1X

Produk amplifikasi DNA dipisahkan menggunakan elektroforesis pada 1,5% gel

agarose dalam bufer TBE 1x pada voltage konstan 90 volt selama 45 menit. Produk DNA hasil
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running PCR sebanyak 5 puL dimasukkan ke dalam sumuran gel agarose 1,5%. DNA Marker
ukuran 100-3000 bp digunakan sebagai penanda ukuran produk PCR DNA dan dimasukkan
sebanyak 6 pL. Visualisasi fragmen DNA hasil PCR dilakukan menggunakan transilluminator

sinar ultra violet dengan Cyber safe sebagai pewarna fragmen DNA.

3. Pemurnian dan Sequencing Hasil Amplifikasi

Produk fragmen DNA hasil PCR disiapkan untuk proses pemurnian dan selanjutnya
diurutkan basa N nya. Produk hasil PCR masing-masing isolat dimasukkan dalam tube 0,2 mL
sebanyak 40 pL. Masing-masing primer dimasukkan ke dalam tube 0,2 mL lainnya sebanyak
10 pL pada konsentrasi 10pmol dalam nuclease-free water. Sampel dan primer dikemas rapi
dan rapat dalam kotak, kemudian disimpan dalam -20°C sebelum dikirim ke 1% BASE

Malaysia untuk dimurnikan dan disequensing.

4. Analisis Data

Hasil urutan fragmen DNA dianalisis menggunakan program Chromas Pro. Homologi
urutan fragmen DNA hasil sekuensing dengan data urutan DNA yang telah dilaporkan
sebelumnya dicari menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) di

situs GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.).
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Diagram alir penelitian

 Pembuatan media » Medium
« Sterilisasi alat dan bahan

» Pengambilan sampel Sampel
« Sterilisasi sampel

Isolasi fungi endofitik » Isolat fungi endofit
» Pemurnian fungi endofitik

lll [N

Kultivasi fungi endofitik Ekstrak metabolit
Ekstraksi metabolit sekunder fungi endofitik ) sekunder

.. T . . + Daya antioksidan
« Uji potensi antioksidan metabolit sekunder fungi Y

endofitik

+ Optimasi produksi antioksidan metabolit sekunder Kondisi optimum
fungi endofitik produksi antioksidan

« Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) * Kromatogram
* Uji Bioautografi * Nilai Rf

« Karakterisisasi dan identifikasi secara fenotipik - Identitas fungi
« Karakterisasi dan identifikasi secara molekuler endofit

Fungi endofit yang berpotensi tinggi dalam menghasilkan senyawa
antioksidan dan optimasi produksinya
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Gambar 3. Diagram alir penelitian
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi fungi endofit tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi Powell)

Isolat fungi endofit dari tumbuhan gelam diperoleh 7 isolat yaitu : McAO1, McAO2,
McAO3, McAO4, McAO5, McAO6, DAN McAQ?7. Hasil pemurnian 7 isolat fungi endofitik
dari daun tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell), menunjukkan karakter morfologi

yang bervariasi baik dari bentuk koloni, warna koloni dan pertumbuhan koloni (Gambar 4.).

Gambar 4. Isolat murni fungi endofit daun tumbuhan Gelam

Keterangan: a. Isolat McAO7, b.lsolat McAO2, c. Isolat McAO3,
d. Isolat McAQO1, e. Isolat McAO5, f.Isolat McAO4, g. Isolat McAO6

Isolasi dan pemurnian dari daun Tumbuhan Gelam diperoleh isolat fungi endofit yang
berbeda-beda (Gambar 4.). Isolat fungi endofit yang dihasilkan dari tumbuhan inang dapat
menghasilkan jenis isolat yang berbeda-beda dengan jumlah yang bervariasi. Hal ini
dikarenakan adaptasi dari fungi endofit terhadap mikroekologi dan kondisi fisiologis yang
spesifik dari masing-masing tumbuhan inang, bahkan dari satu jaringan hidup suatu tumbuhan
dapat diisolasi lebih dari satu jenis fungi endofit. Isolat fungi endofit yang telah diisolasi
merupakan koloni fungi yang mampu menembus lapisan luar dari tumbuhan inang dengan cara
pemecahan mekanis maupun reaksi enzimatis Hasiani et al. (2015). Kolonisasi fungi endofit
yang berada pada jaringan tumbuhan inang tergantung pada kemampuan fungi tersebut untuk
melakukan penetrasi terhadap lapisan tumbuhan bagian luar yang sangat protektif. Penetrasi
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tersebut dapat dilakukan dengan cara pemecahan mekanis jaringan pelindung tumbuhan
maupun melalui reaksi enzimatis terhadap lapisan kutikula dan epidermis tumbuhan inang
tersebut (Petrini,1992)

Kultivasi dan ekstraksi metabolit sekunder fungi endofit tumbuhan gelam menggunakan
etil asetat

Hasil kultivasidan ekstraksi metabolit sekunder 7 isolat fungi endofit di dalam medium
Potato Dextrose Broth disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1.Hasil kultivasi dan ekstraksi metabolit sekunder fungi endofit tumbuhan Gelam

No. Kode isolat Persentase Biomassa fungi Berat ekstrak (g)
ekstrak (b/v) (9)
1 McAO1 40 0,63 0,20
2 McAO2 82 2,83 0,41
3 McAQO3 58 2,34 0,29
4 McAO4 60 2,88 0,30
5 McAO5 44 1,77 0,22
6 McAO6 56 2,80 0,28
7 McAO7 48 1,40 0,24

Dari Tabel 1 dapat dilihat bahwa antara biomassa fungi dengan berat ekstrak tidak
berbanding lurus, artinya tidak selalu yang memiliki biomassa fungi tinggi berat ekstraknya
juga akan tinggi, dan sebaliknya. Menurut Gandjar et al. (2014), fungi dapat hidup dan tumbuh
di dalam medium pertumbuhan pada masa fermentasi dikarenakan fungi endofit dapat
menggunakan nutrient yang ada pada medium tersebut (substrat), kemudian
mengekskresikannya berupa enzim ekstraseluler kelingkungan sehingga adanya pertumbuhan
fungi endofit dalam medium dapat dilihat perubahan warna pada medium dan penambahan
massa sel.

Biomassa fungi endofit yang banyak belum tentu dapat menghasilkan ekstrak metabolit
sekunder yang banyak. Hal ini di duga fungi endofit menghasilkan metabolit sekunder yang
berbeda-beda dalam masa produksinya. Perbedaan biomassa dan berat ekstrak yang didapatkan
dipengaruhi oleh faktor pertumbuhan fungi. Beberapa fungi endofit menghasilkan ekstrak
metabolit sekunder dengan cepat dan ada pula yang lambat. Menurut Srikandace et al. (2007),
fungi endofit akan menghasilkan metabolit sekunder pada fase stasioner. Pada fase stasioner,
sel menjadi tua, laju pembiakan berkurang dan beberapa sel mati karena menyusutnya nutrient
dalam medium. Metabolisme akan terus berlangsung yang menyebabkan melimpahnya

produksi metabolit sekunder di medium.
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Aktivitas Antioksidan Isolat Fungi Endofit Tumbuhan Gelam
Hasil pengukuran aktivitas antioksidan metabolit sekunder dari 7 isolat fungi endofit

disajikan pada Gambar 5.

IC50 ekstrak isolat fungi endofit daun gelam

169,82
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Gambar 5. Aktivitas antioksidan ekstrak isolat fungi endofit tumbuhan gelam

Aktivitas antioksidan dari ekstrak 7 isolat fungi endofit tumbuhan gelam yang
ditampilkan pada Gambar 5. Jika dikelompokkan berdasarkan kriteria kekuatan antioksidannya
dimana menurut Phongpaichit (2007) nilai 1Cso >100-250 pg/mL: lemah, 1Cso >50-100 pg/mL
: sedang, 1Cso 10-50 pg/mL: kuat, dan 1Cso < 10 pg/mL: sangat kuat, maka 4 (empat) ekstrak
isolat yang memiliki aktivitas kuat yaitu : McAO4, McAOG6, dan McAQ7, aktivitas sedang
yaitu isolat McAO2, dan isolat McAO3, McAOS5, dan McAO1 menunjukkan aktivitas lemah.

ICso merupakan parameter nilai yang menunjukan efektivitas suatu senyawa dalam
penghambatan radikal bebas. Hal ini dapat dilihat pada (Tabel 2) bahwa ekstrak isolat fungi
dengan nilai ICso yang mendekati dengan nilai 1Csg asam askorbat (standar) yakni McAO4,

McAOG6, dan McAO7 yang memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat.

Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Hasil analisis KLT ekstrak metabolit sekunder isolat McAO4, McAO6, dan McAO7
dengan eluen (n-heksan:etil asetat, 8:2) dapat dilihat pada Gambar 6. ketiga ekstrak metabolit
sekunder fungi endofit terdapat 2 bercak warna yang menandakan jumlah senyawa yang
terdapat dalam ekstrak. Bercak yang diperoleh menunjukan hasil positif yang ditandai dengan

terbentuknya warna jingga, kuning, dan coklat pada ketiga isolat. Menurut pernyataan Yuliani
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et al. (2003), jumlah bercak warna yang terbentuk menunjukkan banyaknya komponen atau
senyawa yang terdapat dalam ekstrak tersebut.

Ekstrak metabolit sekunder isolat fungi endofit McAO4, McAO6, dan McAO7 yang
memiliki aktivitas antioksidan dilakukan analisis kromatografi lapis tipis dengan metode
pemisahan komponen kimia berdasarkan fase gerak dan fase diam untuk mengetahui
banyaknya senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak metabolit sekunder tersebut dan
dihitung jumlah noda yang ada pada plat KLT. Menurut Rusli et al. (2015), menyatakan bahwa
kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan komponen kimia berdasarkan fase diam
dan fase gerak (eluen). Pemisahan senyawa terjadi berdasarkan kompetisi pengikatan solut dan
solven pada fase diam. Jika dua senyawa yang berbeda kepolarannya melintas, maka senyawa
yang lebih polar akan memiliki interaksi dengan plat silika lebih kuat dari pada yang lainnya.
Oleh karena itu, lebih mudah menghilangkan fase gerak dari tempat terikatnya.

o —1 —>—»1
C O—»1
& D2
> ‘
| - >—»2
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McAO7 McAO4 McAO6
a b c

Gambar 6. Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ekstrak metabolit sekunder fungi endofit tumbuhan
gelam menggunakan eluen n-heksan dan etil asetat dengan perbandingan 8:2
Keterangan: a. Isolat MCAQO7 1. bercak 1
b. Isolat MCAO4 2. bercak 2
c. Isolat McAOG6

Berdasarkan jumlah bercak yang terbentuk pada plat kromatogram, diketahui pada
ekstrak fungi endofit McAO4, McAOG6, dan McAO7 memiliki jumlah bercak yang sama, yang
menandakan jumlah senyawa bioaktif yang dihasilkan tiga isolat ini sama. Dapat dilihat dari
(Tabel 2.) Nilai Rf dari isolat McAO4 dan McAO7 pada bercak warna nomor 1 bernilai 0,18
yang berwarna kuning. Nilai Rf dari ketiga isolat pada bercak warna nomor 4 bernilai 0,45

yang berwarna cokelat. Menurut Harbone (1998), senyawa berwarna coklat tergolong senyawa
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tanin dan senyawa yang berwarna kuning tergolong senyawa fenol. Nilai Rf dari ketiga isolat
pada bercak warna nomor 2 bernilai 0,36 yang berwarna jingga. Menurut pendapat
Bustanussalam et al. (2015), bahwa senyawa yang berwarna jingga tergolong dalam senyawa
flavonoid.

Tabel 2. Jumlah senyawa dan nilai Rf ekstrak metabolit sekunder fungi endofit tumbuhan

gelam.

Isolat Bercak Warna Nilai Rf Senyawa

McAO7 1 Kuning 0,18 Fenol
2 Jingga 0,36 Flavonoid

McAO4 1 Kuning 0,18 Fenol
2 Jingga 0,36 Flavonoid

McAO6 1 Kuning 0,18 Fenol
2 Jingga 0,36 Flavonoid

Berdasarkan (Tabel 2) diketahui bahwa dari ketiga ekstrak metabolit sekunder fungi
endofit isolat McAO4, McAOG6, dan McAO7 memiliki nilai Rf yang berbeda-beda, hal ini
menunjukkan bahwa jenis senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh masing-masing
ekstrak metabolit sekunder fungi endofit berbeda pula. Menurut pendapat Naufal et al. (2017),
bahwa jarak yang ditempuh oleh suatu senyawa dari titik penotolan sampai ke pusat bercak
disebut nilai Rf. Biasanya nilai tersebut berada pada kisaran 0,00-1,00 dan sangat penting untuk
digunakan dalam mengidentifikasi suatu senyawa. Menurut pendapat Santoni et al. (2019),
suatu senyawa hasil isolasi yang telah murni akan terlihat dari nilai Rf senyawa hasil isolasi

yang dielusi dengan berbagai perbandingan eluen yang menunjukkan noda tunggal.

Hasil karakterisasi dan identifikasi fungi endofit tumbuhan gelam (Melaleuca cajuputi
Powell) yang berpotensi sebagai antioksidan

Berdasarkan pengujian aktivitas antioksidan pada ekstrak metabolit sekunder fungi
endofit tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang telah dilakukan, isolat McAO4,
McAO6, dan McAO7 memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat, sehingga dilakukan
karakterisasi dan identifikasi secara makroskopis dan mikroskopis.

Karakterisasi dan Identifikasi Fungi Endofit Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi
Powell) yang Berpotensi sebagai Antioksidan Isolat McAO4

Karakter makroskopis isolat fungi endofit McAO4 pada medium PDA, MEA, CDA,
dan CYAS, dapat dilihat pada Gambar 7.
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4b
Gambar 7. Koloni fungi endofit isolat McAO4 tumbuhan gelam pada medium PDA, MEA,
CDA, dan CYAS
Keterangan : 1a, 2a, 3a, 4a : permukaan koloni
1b, 2b, 3D, 4b: sebalik koloni

Tabel 3. Karakter Makroskopis dan Identifikasi Fungi Endofit Isolat McAO4

Characteristics PDA medium MEA medium CDA medium CYAS medium
Colony color White White White White

Colony reverse White White White White

color

Medium color Yellowish Yellowish Hyaline-yellowish Hyaline

around colony
Colony surface Granular Granular Granular Granular

Colony diameter 34-45cmin7 29-4.0cmin7 3.00-4.30cmin7 2.3-35cmin7
days days days days

Gambar 8. Karakteristik mikroskopis isolat McCAO4
1. Hifa 2.Klamidospora 3. Makrokonidia
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Karakteristik mikroskopis isolat fungi endofit McAO4 pada (Gambar 8) memiliki

klamidospora, percabangan klamidospora dan mikrokonidia.

Karakterisasi dan Identifikasi Fungi Endofit Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi
Powell) yang Berpotensi sebagai Antioksidan Isolat McAO6

Karakteristik makroskopis isolat McAQOG6 pada (Gambar 9) dalam medium PDA, MEA,
CDA dan CYAS dengan umur 3-7 hari mengalami pertumbuhan yang berbeda. Pada medium
MEA pertumbuhan koloni sangat lambat dibandingkan pertumbuhan pada medium PDA, CDA
dan CYAS. Diameter koloni pada pertumbuhan di medium MEA + 0,6 — 1,7 cm. warna konidia
putih dengan warna media dibalik koloni bening kekuningan. Medium CDA dan CYAS
mengalami pertumbuhan koloni yang cepat dibandingkan medium PDA dengan diameter + 2,3
—4,5cm dan £ 2,3 - 5,1 cm dalam 3-7 hari, memiliki warna konidia putih, permukaan koloni
bergranula dan tekstur kasar. Pertumbuhan koloni pada medium PDA mengalami pertumbuhan

dengan kategori sedang dibandingkan yaitu dengan diameter + 2 - 3,3 cm.

Gambar 9. Koloni fungi endofit isolat McAO6 tumbuhan gelam pada medium PDA, MEA,
CDA, dan CYAS
Keterangan : 1a, 2a, 3a, 4a : permukaan koloni
1b, 2b, 3b, 4b: sebalik koloni

Karakter makroskopis fungi endofit tumbuhan gelam isolate McAOG6 disajikan pada Tabel 4.
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Tabel 4. Karakter Makroskopis Fungi Endofit Isolat McAO6

Characteristics PDA medium MEA medium CDA medium CYAS medium
Colony color White White White White

Colony reverse Brownish white White White Brownish white
color

Medium color Hyaline-yellowish  Hyaline-yellowish  Hyaline-yellowish Yellowish white

around colony
Colony surface Granular Granular Granular Granular

Colony diameter 20-33cmin7 0.6-1.7cmin7 23-45cmin7days 2.3-3.5cmin?
days days days

Karakterisasi mikroskopis isolat fungi endofit McAO6 pada (Gambar 10.) memiliki

kepala konidia yang umum, fialid, versikel, konidiofor dan konidia.
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Gambar 10. Karakteristik mikroskopis isolat McAO6
1. Konidia 2. Fialid 3. Konidiofor 4. Vesikel

Karakterisasi dan Identifikasi Fungi Endofit Tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi
Powell) yang Berpotensi sebagai Antioksidan Isolat McAO7

Karakter makroskopis isolat fungi endofit McAO7 pada medium PDA, MEA, CDA dan
CYAS dapat dilihat pada (Gambar 11.) pada medium PDA dan MEA koloni fungi mengalami
pertumbuhan yang sedang dibandingkan medium CDA dan CYAS selama 3-7 hari dengan
diameter PDA + 3,8 - 6,5 cm dan MEA + 3,8 — 6 cm dengan warna koloni putih kekuningan
sedikit krem. Pada medium CDA dan CYAS koloni fungi memiliki warna yang sama dengan
medium PDA vyaitu berwarna putih kekuningan sedikit krem tetapi memiliki pertumbuhan
koloni yang berbeda. Isolat fungi DT3IA pada medium CDA dan CYAS pertumbuhan koloni
sangat cepat selama 3-7 hari dengan diameter koloni CDA +4-6,6 cmdan CYAS +44-75

cm.
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1b 2b 3b 4b

Gambar 11. Koloni fungi endofit isolat MCAO7 tumbuhan gelam pada medium PDA, MEA,
CDA, dan CYAS
Keterangan : 1a, 2a, 3a, 4a : permukaan koloni
1b, 2b, 3b, 4b: sebalik koloni

Tabel 5. Karakter makroskopis Fungi Endofit Isolat MCAO7

Characteristics PDA medium MEA medium CDA medium CYAS medium
Colony color Yellowish white  Creamy yellow Creamy yellow Creamy yellow
Colony reverse Yellowish white  Hyaline yellowish  Yellowish hite Yellowish white
color

Medium color Hyaline-yellowish  Hyaline-yellowish  Yellowish cream Yellowish cream

around colony
Colony surface Granular Granular Granular Granular

Colony diameter 3.6-6.5cmin7 3.8-6.0cmin7 4.0-6.6cmin7days 4.4-75cmin7
days days days

Gambar 12. Karakteristik mikroskopis isolat MCAO7
Keterangan : 1. Kolumela 2. Hifa 3. Suspensor 4. Zigospora



29

Karakterisasi mikroskopis isolat fungi endofit McAO7 pada (Gambar 12.) memiliki
zigospora, suspensor, sporangiofor dan kolumela.

Hasil identifikasi molekuler isolat McAO4

NR 1475531 Pestalotiopsis papuana CBS 331.96
-|; NR 1475511 Pestalotiopsis colombiensis CBS 118553
KM199326.1 Pestalotiopsis chamaeropis strain CBS 186.71
EFNR 145238.1 Pestalotiopsis scoparia CBS 176.25
— KM199308.1 Pestalotiopsis biciliata strain CBS 124463

KM199310.1 Pestalotiopsis knightiae strain CBS 114138
i MHB855675.1 Pestalotiopsis parva strain CBS 278.35
83 NR 1452371 Pestalotiopsis parva CBS 278.35
NR 1475561 Pestalotiopsis portugaliica CBS 393.48
NR 1475571 Pestalotiopsis novae-hollandiae CBS 130973
NR 147558.1 Pestalotiopsis spathuwlata CBS 356.86
NR 1566641 Pestalotiopsis dianellae

_|: NR 147561.1 Pestalotiopsis arceuthobii CBS 434.65
35 147559.1 Pestalotiopsis hawaiiensis CBS 114491
cAO4
NR 1475601 Pestalotiopsis arengae CBS 331.92

NR 164472.1 Pseudopestalotiopsis thaifandica MFLUCC 17-1724

NR 168783 1 Amphisphaeria thailandica MFLU 18-0794

—
0.0

Gambar 13. Pohon filogeni isolat jamur McAO4 beserta strain acuan hasil konstruksi
berdasarkan algoritma Neighbour-joining. Angka di setiap cabang menunjukkan bootstrap.
Tanda panah mengindikasikan perkiraan posisi akar pohon filogeni. Skala menunjukkan
subtitusi 2 per 100 nukleotida pada sequence daerah ITS rDNA.

Isolat McAO4 memiliki homologi sebesar 98,81% dengan Pestalotiopsis
hawaiiensis CBS 114491. Hal ini sesuai dengan visualisasi pohon filogeni (Gambar 13.) yang
menunjukkan bahwa isolate McAO4 berada dalam satu subkluster dengan Pestalotiopsis
hawaiiensis CBS 114491 (subkluster I1) dan dalam kluster genus Pestalotiopsis (kluster I).
Pestalotiopsis hawaiiensis merupakan spesies baru yang pertama kali dipublikasi oleh
Maharachch, Hyde & Crous (2014).
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Hasil identifikasi molekuler isolat McAOG6

70 - AY3T3850 1 Aspergillus parasiticus strain NRRL 502
NR 111041.1 Aspergillus flavus ATCC 16883
MH860619.1 Aspergilius toxicarius strain CBS 822.72
MHB62672.1 Aspergilius caelatus strain CBS 763.97

NR 135329.1 Aspergillus pseudotamani NRRL 25517
MH279429 1 Aspergillus subflavus isolate DTO 326-E8

NR 160622 1 Aspergillus subflavus CBS 143683
AF004929.1 Aspergilius tamarii NRRL 20818

MH854614.1 Aspergillus tamarii strain CBS 104.13

NR 135325.1 Aspergillus tamarii NRRL 20818

AF104444 1 Aspergilius bombycis strain NRRL 26010
ET{ MHB63014.1 Aspergilius bombycis strain CBS 117187
NR 1312611 Aspergillus bombycis NRRL 26010

D84354.2 Aspergillus nomius
NR 121218.1 Aspergillus nomiae NRRL 13137
AF027860.1 Aspergilius nomius strain NRRL 13137

F338643.1 Aspergilius pseudonomius strain NRRL
06
NR 137444 1 Aspergillus pseudonomius NRRL 3353

NR 121481.1 Aspergillus fumigatus ATCC 1022

64

o.m

Gambar 14. Pohon filogeni isolat jamur McAO6 beserta strain acuan hasil konstruksi
berdasarkan algoritma Neighbour-joining. Angka di setiap cabang menunjukkan bootstrap.
Tanda panah mengindikasikan perkiraan posisi akar pohon filogeni. Skala menunjukkan
subtitusi 2 per 100 nukleotida pada sequence daerah ITS rDNA.

Konstruksi pohon filogenetik isolat McAO6 menunjukkan bahwa isolat jamur ini
berkerabat dekat dengan Aspergillus pseudonomius strain NRRL 3353(subkluster I11) (Gambar
14.). Hal ini ditunjukkan dengan nilai homologi sebesar 99,83%. Aspergillus pseudonomius
merupakan spesies baru yang mirip dengan A. nomius (Kluster Il) dan memiliki sinonim A.
pseudonomiae yang dipublikasikan pertama kali oleh Varga, Frisvad & Samson (2011).

Spesies ini adalah anggota dari Aspergillus section Flavi bersama dengan anggota kluster I.
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Hasil identifikasi molekuler isolat McAO7

100 [ GQ342878.1 Lichtheimia corymbifera clone 1
NR 111413.1 Lichtheimia corymbifera CBS 429.75
——— NR 1114301 Li

100

iimia grnata CBS 291.66

58 8L WR 111438.1 Lichtheimia ramosa CBS 5826

NR 111441.1 Lichtheimia sphaerocystis CBS 420.70

100 = NR 155307 1 Lichtheimia blakesleeana CBS 100.28
100 AY0944892 1 Absidia blakesleeana var. atrospora strain FSU2685
1001 NR 111440 1 Lichtheimia hyalospora CBS 173.67

Y| KC740487.1 Lichtheimia brasiliensis strain URM6910 clone 3
99 JN205839.1 Dichotomocladium elegans strain CBS 714.74
L NR 1640821 Dichotomocladium hesseltinei CBS 164.61

NR 152948.1 Mucor hiemalis . hiemalis CBS 201.65
NR 1544781 Zychaea mexicana CBS 441.76

100 MH#854955.1 Circinella chinensis strain CBS 140.28
100 [ NR 154803 1 Circinella nodulosa CGMCC 3.14102

£9

n.0s

Gambar 15. Pohon filogeni isolat jamur McAO7 beserta strain acuan hasil konstruksi
berdasarkan algoritma Neighbour-joining. Angka di setiap cabang menunjukkan bootstrap.
Tanda panah mengindikasikan perkiraan posisi akar pohon filogeni. Skala menunjukkan
subtitusi 2 per 100 nukleotida pada sequence daerah ITS rDNA.

Berdasarkan konstruksi pohon filogenetik (Gambar 15), diketahui bahwa isolat
McAOQO7 bergabung dalam satu kluster genus Lichtheimia (1) dan berkerabat dekat dengan
Lichtheimia ramosa CBS 582.65 (subkluster 1). Hal ini didukung oleh nilai homologi daerah
ITS rDNA sebesar 92,48% dan kesamaan morfologi dengan Lichtheimia ramosa. Dalam
kluster I genus Lichtheimia, masuk genus Absidia blakesleeana var atrospora strain FSU2685,
karena genus Lichtheimia dan Absidia merupakan sinonim (Mycobank). Dalam Gambar 15,
genus Lichtheimia dalam Kluster 1l berkerabat dengan Dichotomocladium yang berada dalam
satu family Lichtheimiaceae, Zychaea, Circinella dan Mucor. Genera tersebut merupakan

anggota Ordo Mucorales.
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Hasil optimasi dengan variasi pH isolat fungi McAO4 disajikan pada Tabel 6 dan Gambar 16

Tabel 6. Hasil optimasi dengan variasi pH isolate fungi McAO4

Volume Berat Basah Berat Kering Berat
pH Medium (mL) (9) (9) Ekstrak (g)
5 465 10,72 1,21 0,49
6 470 10,80 1,39 0,35
7 480 8,51 1,06 0,42
8 475 7.85 1,37 0,29
s Biomassa (g)
1,6 —=—Berat Ekstrak (g) - 0,6
1,4 7 0’5 -
12 - )
1 04 s
2 08 - 03 2
g 06 02 &
§ 04 ©oa
® 02 0.1
0 x x 0
5 6
Kisaran pH

Gambar 16. Hasil optimasi dengan variasi pH isolat fungi McAO4

Dari Tabel 6 dan Gambar 16 bahwa ternyata pH 5 memberikan hasil berat ekstrak

yang paling tinggi.
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Hasil optimasi dengan variasi sumber Nitrogen isolat fungi McAO4
Hasil optimasi dengan variasi pH isolat fungi McAO4 disajikan pada Tabel 7 dan Gambar 17

Tabel 4.3. Hasil optimasi dengan variasi sumber Nitrogen isolat fungi McAO4

Volume
Sumber . . Berat Ekstrak
Nitrogen Medium (mL) Berat Basah (g) Berat Kering () @
Pepton 480 6,89 1,35 0,35
Yeast Extract 475 5,95 1,32 0,17
Sodium Nitrat 480 9,22 1,33 0,28
1.355 - == Biomassa (g) 04
1,35 - —u—Berat Ekstrak (g) - 035 —
1,345 - 03 2
= 134 O
< 1,335 - - 025 3
§ 1,33 - - 0,2 le
m [} ] [ m
1315 - 0.1
1,31 - - 0,05
1,305 - -0
Pepton Yeast Extract ~ Sodium Nitrat
Sumber Nitrogen

Gambar 4.7. Hasil optimasi dengan variasi sumber Nitrogen isolat fungi McAO4
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan sementara sebagai

berikut:

1. Fungi endofit yang diperoleh dari tumbuhan Gelam sebanyak 7 isolat fungi, yaitu isolate
McAO1, McAO2, McAO3, McAO4, McAO5, McAO6, DAN McAO7

2. Ekstrak metabolit sekunder isolat fungi endofit yang memiliki aktivitas antioksidan yang
kuat yakni ekstrak isolat McAO4, McAO6, McAO7 dengan nilai 1Cso berturut-turut 8,12
pg/mL, 20,41 pg/mL dan 30,19 pg/mL.

3. Ekstrak metabolit sekunder isolat fungi endofit McAO4, McAO6, dan McAQ7
mengandung senyawa fenol dan flavonoid.

4. lIsolat McAO4 memiliki homologi sebesar 98,81% dengan Pestalotiopsis hawaiiensis
CBS 114491, isolat McAO6 memiliki homologi sebesar 99,83% dengan Aspergillus
pseudonomius strain NRRL 3353, isolat McAO7 memiliki homologi dengan Lichtheimia
ramosa CBS 582.65 dengan nilai homologi sebesar 92,48%.

5. Hasil optimasi pH menunjukkan pH 5 yang memberikan hasil berat ekstrak tertinggi

(0,49 gram), dan sumber nitrogen berupa pepton juga memberikan hasil berat ekstrak

tertinggi (0,35 gram).
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