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OPTIMIZATION FOR PRODUCTION OF SECONDARY METABOLITES
ENDOPHYTIC FUNGUS IN GELAM LEAVES (Melaleuca cajuputi Powell.)
WITH VARIATIONS OF C, N, AND pH SOURCES

Eca Desriana Zahwa
NIM.08041181722044

RESUME

Secondary metabolites isolates DM2IA and DM1IIB of endophytic fungi in Gelam
leaves (Melaleuca cajuputi Powell.) have antibacterial and antioxidant activity
potential with secondary metabolite compounds in the form of flavonoids and
phenols. The low production of secondary metabolites produced at the cultivation
stage and high potential activity of bioactive compounds produced by isolates
DM2IA and DML1IIB of the endophytic fungi of Gelam leaves require special
treatment for optimization production of secondary metabolites. Increasing the
productivity of secondary metabolites can be done by optimizing the composition
of the cultivation media. Differences in the use of carbon, nitrogen, and pH ranges
in cultivation media will result in different amounts and profiles of secondary
metabolites, finding the most optimal conditions in the production process of
secondary metabolites from endophytic fungi isolates DM2IA dan DM1IIB is the
basis for the importance of optimizing media composition at the cultivation stage.
This research was carried out to determine the best source of carbon, nitrogen, and
pH range in increasing the production of secondary metabolites of DM2IA and
DML1IIB isolates of Gelam leaf endophytic fungi by obtaining the optimum values
of three factors that were optimized using Response Surface Methodology (RSM)
and to determine the class of secondary metabolites produced. through changes in
the composition of the cultivation medium. The research stages consisted of
propagation of endophytic fungi, cultivation stages with variations in carbon
sources, nitrogen and pH ranges, extraction, optimization of media components
using Response Surface Methodology (RSM), identification of secondary
metabolite content resulting from optimization using TLC test. The research was
carried out from October 2020 to April 2021 at the Microbiology Laboratory and
the Genetics and Biotechnology Laboratory, Department of Biology, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University, Indralaya.

Based on the research that has been done, it can be seen that the DM2IA isolate of
endophytic fungi produced the most optimum weight of secondary metabolite
extract after the use of carbon source in the form of dextrose, nitrogen source in the
form of peptone, and an optimum pH range of 5 and the DML1IIB isolate of
endophytic fungi produced the most optimum weight of secondary metabolite
extract after use. carbon source sucrose, nitrogen source in the form of yeast extract,
and optimum pH range 6. The use of nitrogen sources in the form of peptone
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showed a significant effect on the production secondary metabolites of DM2IA
isolates. The use of a carbon source in the form of sucrose showed a significant
effect on the production secondary metabolites of DM1IIB isolate. Optimization of
the fermentation medium was carried out using Response Surface Methodology
determining the use of dextrose, peptone, and pH concentrations of 4.027 g L-1,
0.550 g L-1, pH 5.1 with the secondary metabolite response of the DM2IA isolate
obtained was 0.388 g and the use of sucrose, yeast extract, and pH concentrations
of 45 g L-1, yeast extract 0.48 g L-1 and pH 6.1 resulted in the secondary
metabolite response of the DML1IIB isolate obtained was 0.34 g. Chromatogram
profile of the secondary metabolite extract of isolates DM2IA and DM1IIB was
identified by color of stains containing flavonoid, phenols, terpenoids, and tannins.
Groups of compounds phenolic and flavonoids isolates DM2IA and DM1IIB that
have potential as antioxidants.

Keywords: Secondary Metabolites, Endophytic Fungi, Melaluca cajuputi Powell.,
Optimization Medium, Response Surface Methodology (RSM)

Refferences : 79 (1978 - 2020)
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OPTIMASI PRODUKSI METABOLIT SEKUNDER FUNGI ENDOFIT
DAUN GELAM (Melaleuca cajuputi Powell.) DENGAN VARIASI SUMBER
C, N, DAN pH

Eca Desriana Zahwa
NIM.08041181722044

RINGKASAN

Metabolit sekunder Isolat DM2IA dan DML1IIB fungi endofit daun Gelam
(Melaluca cajuputi Powell.) memiliki potensi aktivitas antibakteri dan antioksidan
dengan kandungan senyawa metabolit sekunder berupa flavonoid dan fenol.
Rendahnya produksi metabolit sekunder yang dihasilkan pada tahap kultivasi dan
tingginya potensi aktivitas senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh isolat DM21A dan
DML1IIB fungi endofit daun Gelam dalam hal ini diperlukan perlakuan khusus untuk
produksi metabolit sekunder yang optimal. Peningkatan produktivitas senyawa
metabolit sekunder dapat dilakukan dengan melakukan optimasi komposisi media
kultivasi. Perbedaan pemakaian sumber karbon, nitrogen, dan kisaran pH pada
media kultivasi akan menghasilkan jumlah dan golongan metabolit sekunder yang
berbeda, mencari kondisi paling optimal dalam proses produksi metabolit sekunder
dari isolat fungi endofit menjadi dasar pentingnya dilakukan optimasi komposisi
media pada tahap kultivasi. Penelitian ini dilaksanakan untuk mengetahui sumber
karbon, nitrogen dan kisaran pH terbaik dalam peningkatan produksi metabolit
sekunder isolat DM2IA dan DM1IIB fungi endofit daun Gelam dengan
mendapatkan nilai optimum dari tiga faktor yang dioptimasikan menggunakan
Response Surface Methodology (RSM) serta mengetahui golongan senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan melalui perubahan komposisi media kultivasi.
Tahapan penelitian yang dilakukan terdiri atas propagasi fungi endofit, tahapan
kultivasi dengan variasi sumber karbon, nitrogen dan kisaran pH, ekstraksi,
optimasi komponen media menggunakan Response Surface Methodology (RSM),
identifikasi kandungan metabolit sekunder hasil optimasi menggunakan uji KLT.
Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober 2020 sampai April 2021 bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika dan Bioteknologi Jurusan
Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya,
Indralaya. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diketahui bahwa,
isolat DM2IA fungi endofit menghasilkan berat ekstrak metabolit sekunder paling
optimum setelah pemakaian sumber karbon berupa dextrosa, sumber nitrogen
berupa pepton dan kisaran pH optimum 5 dan Isolat DM1IIB fungi endofit
menghasilkan berat ekstrak metabolit sekunder paling optimum setelah pemakaian
sumber karbon sukrosa, sumber nitrogen berupa yeast extract dan kisaran pH
optimum 6. Pemakaian sumber nitrogen berupa pepton menunjukan pengaruh yang
signifikan terhadap produksi metabolit sekunder isolat DM2IA. Pemakaian sumber
karbon berupa sukrosa menunjukan pengaruh yang signifikan terhadap produksi
metabolit sekunder isolat DM1II1B. Optimasi medium fermentasi dilakukan dengan
menggunakan Response Surface Methodology menentukan pemakaian konsentrasi
dextrosa, pepton dan pH berturut-turut sebesar 4,027 g L, 0,550 g L™, pH 5,1
dengan respon metabolit sekunder isolat DM2IA yang diperoleh adalah sebesar
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0,388 g dan pemakaian konsentrasi Sukrosa, yeast extract, dan pH berturut-turur
sebesar 4,5 g L, yeast extract 0,48 g L dan pH 6.1 menghasilkan respon
metabolit sekunder isolat DM1IIB yang diperoleh adalah sebesar 0,34 g. Profil
kromatogram ekstrak metabolit sekunder isolat DM2IA dan DM1IIB hasil optimasi
diindentifikasi melalui bercak noda mengandung senyawa flavonoid, fenol,
terpenoid dan tanin. Golongan senyawa fenol dan flavonoid isolat DM2IA dan
DM1I1B memiliki potensi sebagai antioksidan.

Kata kunci  : Metabolit Sekunder, Fungi Endofit, Melaluca cajuputi Powell.,
Medium Optimasi, Response Surface Methodology (RSM)

Kepustakaan : 79 (1978-2020)
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Produk farmasetik sekitar 60% berasal dari tumbuhan yang didapatkan melalui
ekstraksi senyawa metabolit sekunder dalam proses fisiologis (Kusbhiantoro dan
Purwaningrum, 2018). Biosintesis metabolit sekunder tumbuhan dapat diekstraksi
dari seluruh bagian pada tumbuhan (Isah, 2019). Diversitas tumbuhan yang
berpotensi dijadikan sebagai penghasil produk farmasetik, salah satunya adalah
tumbuhan Gelam (Yamanoshita et al., 2001). Metabolit sekunder tumbuhan Gelam
(Melaleuca cajuputi Powell.) memiliki potensi sebagai antiseptik, antiinflamasi,
produk perawatan kulit (Kassim et al., 2012) dan memiliki aktivitas antibakteri
(Al Abd et al., 2015).

Isolasi senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan membutuhkan waktu
yang relatif lama dengan pengambilan sampel yang bersifat destruktif (Haniah,
2008). Eksplorasi berlebih dapat mengancam kelestarian tumbuhan tersebut. Maka
dari itu produksi metabolit sekunder dari suatu tumbuhan dapat dilakukan dengan
alternatif pengganti dengan pemanfaatan fungi endofit. Fungi endofit yang berhasil
diisolasi dari suatu tumbuhan diduga juga memiliki kemampuan untuk dapat
memproduksi jenis senyawa metabolit sekunder yang mirip seperti tumbuhan
inangnya (Tan dan Zou, 2001).

Fungi endofit adalah fungi yang mampu hidup di dalam bagian jaringan
tumbuhan pada masa tertentu dan mampu membentuk koloni dalam jaringan

tumbuhan. Fungi endofit dapat tumbuh pada jaringan tumbuhan memiliki
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kemampuan menghasilkan senyawa bioaktif yang sama dengan tumbuhan
inangnya. Hal ini terjadi karena adanya proses transfer genetik antara fungi endofit
dengan tumbuhan inangnya dan kemudian mengalami proses koevolusi (Jeffrey et
al., 2008). Berdasarkan penelitian Nastiti (2019) dan Pertiwi (2019) fungi endofit
daun Gelam yang telah terisolasi terdapat sebanyak 6 isolat fungi. Isolat fungi
endofit daun Gelam memiliki aktivitas antibakteri dan antioksidan, Berdasarkan uji
antibakteri terdapat 4 isolat fungi endofit daun Gelam yang memiliki aktivitas
senyawa antibakteri yaitu isolat DM3IB, DM1IIB, DM1l, dan DT3IA, lalu
berdasarkan uji aktivitas antioksidan terdapat 3 isolat fungi endofit yang memiliki
aktivitas senyawa antioksidan yaitu DM2IA, DT1IB, dan DT3IA.

Sebanyak 4 isolat fungi endofit daun Gelam yang memiliki senyawa
antibakteri. Isolat DM2IA memiliki potensi aktivitas antioksidan palingg kuat
dengan nilai ICso paling rendah yakni sebesar 8,12 pug/mL mengandung senyawa
fenol dan flavonoid yang didetektsi melalui uji KLT. Ekstrak metabolit yang
dihasilkan sebesar 0,24 gram dengan biomassa fungi 1,40 gram (Pertiwi, 2019).
Isolat DM1IIB memiliki potensi aktivitas antibakteri paling tinggi dengan
kandungan senyawa flavonoid dan fenol melalui uji KLT. Konsentrasi hambat
minimum (KHM) ekstrak metabolit sekunder isolat DM1IIB terhadap bakteri uji
Escherichia coli yaitu 100 pg/mL ekstrak metabolit yang dihasil memiliki berat
0,30 gram dengan biomassa 2,34 gram (Nastiti, 2019).

Rendahnya produksi metabolit sekunder yang dihasilkan pada tahap kutivasi
dan tingginya potensi aktivitas senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh isolat DM2IA

dan isolat DM1IIB dalam hal ini diperlukan perlakuan khusus untuk produksi
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metabolit sekunder. Peningkatan hasil senyawa metabolit sekunder dapat dilakukan
dengan optimasi komposisi media kultivasi. Perbedaan komposisi media kultivasi
yang digunakan akan menghasilkan jumlah metabolit yang berbeda, mencari
kondisi paling optimal dalam proses pertumbuhan dan pembentukan metabolit
sekunder dari isolat menjadi dasar pentingnya dilakukan optimasi media kultivasi
(Saryono et al., 2016). Salah satu cara yang tepat dilakukan dalam memodifikasi
faktor fisik dan lingkungan pada proses kultivasi ialah dengan modifikasi sumber
karbon, nitrogen, dan pH (Septiana et al., 2017).

Sumber karbon merupakan nutrisi pokok yang penting bagi fungi yang
digunakan sebagai struktur utama dalam penyediaan energi untuk pertumbuhan sel
dalam proses metabolisme (Moore, 1972). Pemilihan sumber karbon glukosa,
dextrosa, dan sukrosa juga menjadi penting untuk diteliti dalam meningkatkan
produksi metabolit sekunder isolat DM2IA dan isolat DM11IB fungi endofit daun
Gelam (Melaleuca cajuputi Powell.)

Penelitian sebelumnya berdasarkan penggunaan sumber karbon glukosa
optimum untuk produksi senyawa antimikroba dari Fusarium oxysphorum
(Saryono et al., 2016) dan meningkatkan produksi metabolit sekunder berupa
beauvericin pada isolat Fusarium oxysporum (Lee et al.,2008) dan Fusarium
rodolens (Xu et al., 2010). Berdasarkan penelitian Merlin et al. (2013) penggunaan
dektrosa meningkatkan produksi metabolit sekunder dari isolat Fusarium solani.
Hal ini juga terjadi pada penelitian Rebbapragada dan Kalyanaraman (2016) bahwa,
senyawa metabolit potensial sebagai antioksidan mengalami peningkatan pada

Xylaria feejeensis berdasarkan pemakaian jenis karbon dektrosa. Biosintesis
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senyawa flavonoid paling tinggi terdapat setelah pemakaian dektrosa sebagai
sumber karbon pada isolat fungi Aspergillus tamarii (Bose et al., 2019).

Fungi endofit Fusarium rodolens memproduksi senyawa metabolit berupa
taxol melalui optimasi sumber karbon Sukrosa (Garyali et al., 2014). Sukrosa
sebagai sumber karbon juga sangat mempengaruhi pembentukan senyawa
antimikroba pada fungi endofit dari tumbuhan Moringa oleifera (Arora dan Kaur,
2019) dan fungi Penicillium spp. dalam produksi senyawa antioksidan (Arora et
al., 2012). Hal itu juga ditunjuk dalam pemakaian sukrosa sebagai sumber karbon
pada Fusarium oxysporum menunjukan kondisi paling optimum dalam
pembentukan senyawa metabolit berupa enniatins (Lee et al.,2010) dan fungi
endofit asal akar kunyit memproduksi senyawa antioksidan paling tinggi setelah
pemakaian jenis karbon sukrosa (Septiana dan Simanjuntak, 2017),

Sumber nitrogen merupakan komponen utama dalam suatu media kultur yang
dibutuhkan fungi untuk proses pertumbuhan sel (Zuhri et al., 2013). Setiap
organisme memiliki kondisi optimal yang berbeda dalam penggunaan nitrogen
untuk proses metabolisme. Tidak semua fungi membutuhkan nitrogen dalam
bentuk yang sama untuk menunjang proses metabolisme (Moore, 1972). Oleh karna
itu pemilihan jenis nitrogen harus dilakukan untuk mengoptimalkan produksi
metabolit sekunder dari isolat DM2IA dan isolat DM1I1B fungi endofit daun Gelam
(Melaleuca cajuputi Powell.). Jenis nitrogen yang dipakai dalam pemilihan sumber
nitrogen terbaik ialah yeast extract, pepton, dan sodium nitrat. Berdasarkan
pemilihan sumber nitrogen, yeast extract dan pepton merupakan salah satu sumber

nitrogen organik dan sodium nitrat mewakili sumber nitrogen anorganik.
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Berdasarkan pemilihan sumber nitrogen yang dilakukan pada penelitian
Merlin et al. (2013) penggunaan yeast extract meningkatkan produksi metabolit
sekunder dari isolat Fusarium solani. Pada beberapa penelitian menyatakan bahwa,
fungi endofit asal akar kunyit memproduksi senyawa antioksidan paling tinggi
setelah pemakaian jenis nitrogen berupa yeast extract (Septiana dan Simanjuntak,
2017). Sumber nitrogen berupa pepton sangat mempengaruhi pembentukan
pembentukan senyawa metabolit sekunder pada Fusarium miniliforme
(Pradeep dan Pradeep, 2013). Sedangkan pemakaian sodium nitrat sangat
mempengaruhi pembentukan senyawa antimikroba pada fungi endofit Moringa
oleifera (Arora dan Kaur, 2019) dan fungi Penicillium spp. dalam produksi
senyawa antioksidan (Arora et al., 2012).

pH berpengaruh terhadap pertumbuhan jamur, mulai dari pertumbuhan
miselium ataupun pertumbuhan tubuh buah. pH akan mempengaruhi permeabilitas
pada membran fungi, oleh karena itu fungi menjadi tidak mampu menyerap nutrisi
yang penting pada saat pH tertentu yang tidak sesuai. Terhambatnya proses
pengambilan nutrisi maka akan mempengaruhi proses laju metabolisme fungi.
Penentuan pH yang tepat untuk menghasilkan produksi metabolit sekunder yang
optimal perlu dilakukan (Gunawan, 2004).

Pertumbuhan terbaik fungi terlihat pada kisaran pH 5-8 (Gupta et al., 2010).
Hal itu juga disebutkan dalam beberapa penelitian mengenai produksi metabolit
sekunder pada kelompok fungi bahwa, Fusarium incarnatum memproduksi pigmen
paling optimum pada pH 5 (Himalini dan Razia, 2018) dan fungi endofit asal akar

kunyit memproduksi senyawa antioksidan paling tinggi pada pH 5
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(Septiana dan Simanjuntak, 2017), sedangkan pada pH 6 senyawa metabolit
sekunder diproduksi paling optimum pada fungi Geosmithia pallida (Deka dan Jha,
2018) dan Fusarium solani (Merlin et al.,, 2013). Kondisi pH 7 sangat
mempengaruhi pembentukan senyawa antimikroba pada fungi endofit Moringa
oleifera (Arora dan Kaur, 2019) sedangkan pada pH 8 sangat mempengaruhi
pembentukan  pigmen  naphthoquinones pada Fusarium  Verticilioides
(Boonyapranai et al., 2008).

Optimasi media kultivasi dapat dilakukan menggunakan metode Response
Surface Methodology (RSM). RSM digunakan untuk mendapat nilai optimum dari
penggunaan faktor yang dipakai. Metode ini juga dibuat untuk menganalisa suatu
respon pembentukan metabolit sekuner yang dipengaruhi oleh beberapa variabel
bebas atau faktor optimasi guna mengoptimalkan respon yang diteliti (Qiu et al.,
2012). Dalam menentukan apa saja golongan senyawa aktif yang telah dioptimasi
dari ekstrak fungi endofit daun Gelam (Melaleuca cajuputi Powell.) maka dapat
dilakukan analisis menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
(Rusnaeni et al., 2016).

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas, rumusan masalah
dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh pemberian sumber karbon, nitrogen, dan pH yang
berbeda terhadap berat ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat

DM2IA dan isolat DM11IB?
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Bagaimana pengaruh adanya interaksi ketiga faktor yaitu sumber karbon,
nitrogen, dan pH terhadap berat ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh isolat DM2IA dan isolat DM1IIB berdasarkan Response Surface
Methodology (RSM) ?

Berapa nilai optimum dari interaksi ketiga faktor dalam menghasilkan ekstrak
metabolit sekunder oleh isolat DM2IA dan isolat DM1IIB berdasarkan
Response Surface Methodology (RSM) ?

Apa saja jenis golongan senyawa aktif dan identifikasi potensi ekstrak sebagai
antioksidan dari hasil optimasi isolat fungi DM2IA dan isolat DM1I1B

berdasarkan uji kromatografi lapis tipis (KLT) dan penyemprotan DPPH ?

1.3. Tujuan Penelitian

1.

Tujuan dari penelitian ini tertera sebagai berikut:

Mengetahui pengaruh pemberian sumber karbon, nitrogen, dan pH yang
berbeda terhadap berat ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat
DM2IA dan isolat DM1IIB.

Menganalisis pengaruh adanya interaksi ketiga faktor yaitu sumber karbon,
nitrogen, dan pH terhadap berat ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh isolat DM2IA dan isolat DM1IIB berdasarkan Response Surface
Methodology (RSM)

Mengetahui nilai optimum dari interaksi ketiga faktor dalam menghasilkan
ekstrak metabolit sekunder oleh isolat DM2IA dan isolat DM1IIB

berdasarkan Response Surface Methodology (RSM)
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5. Mengetahui jenis golongan senyawa aktif dan identifikasi potensi ekstrak
sebagai antioksidan dari hasil optimasi isolat fungi DM2IA dan isolat DM111B
berdasarkan uji kromatografi lapis tipis (KLT) dan penyemprotan DPPH

1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai sumber

karbon, nitrogen, pH yang optimal dalam proses kultivasi untuk memproduksi

metabolit sekunder dari isolat DM2IA dan isolat DM1IIB fungi endofit diisolasi
dari tumbuhan Gelam (Melaleuca cajuputi Powell) yang memiliki berpotensi

sebagai antioksidan dan antibakteri.
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