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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SECONDARY METABOLITES 
COMPOUND FROM Penicillium sp AN ENDOPHYTIC FUNGI ON 

KUNYIT PUTIH RH1ZOME PLANTS (Curcuma zedoaria (Berg) Roscoe) 
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY ASSAY

By:

DWI ANJAR SUSANTI

08091003043

ABSTRACT

The secondary metabolites compound from endophytic fungi Penicillium 
sp living in kunyit putih rhizome plants (Curcuma zedoaria (Berg) Roscoe) have 
been isolated. Isolation began with cultivation of Penicilium sp fungi in 8 L of 
PDB’s media {Potato Dextrose Broth) until 24 days. The PDB’s media was 
extracted partially used ethyl acetate and then evaporated following by 
evaporation. The extract ethyl acetate was separated and purified by gravity 
column chromatography techniques. The structure of these pure compound was 
determined by spectroscopy methode (UV, IR, 1D and 2D NMR) and the 
antioxidant activity was tested by used DPPH (l,l-difenil-2-pikrilhydrazil) 
methode. From extract ethyl acetat was obtained a pure compound in form of 
colorless oil (20 mg). Based on the analysis of spectroscopic data, the isolated 
compound was bis (2-etyhl hexyl pthalate). These isolated compound showed IC50 
value >100 pg/ml which indicate that compound is inactive as an antioxidant.

Keyword: Endophytic fungi, C. zedoaria, Pthalate
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ISOLASI DAN IDENTIFIKASI SENYAWA METABOLIT SEKUNDER 
DARI JAMUR ENDOFITIK Penicillium sp PADA RIMPANG TUMBUHAN 
KUNYIT PUTIH (Curcuma zedoaria (Berg) Roscoe) DAN UJI AKTIVITAS

ANTIOKSIDANNYA

Oleh:

DWI ANJAR SUSANTI

08091003043

ABSTRAK

Telah diisolasi senyawa metabolit sekunder dari jamur endofitik 
Penicillium sp pada rimpang tumbuhan kunyit putih (Curcuma zedoaria (Berg) 
Roscoe). Isolasi diawali dengan kultivasi jamur Penicilium sp dalam 8 L media 
PDB (Potato Dextrose Broth) selama 24 hari. Media PDB diekstraksi secara 
partisi menggunakan etil asetat kemudian dievaporasi. Ekstrak pekat etil asetat 
yang diperoleh dipisahkan dan dimurnikan dengan teknik kromatografi kolom 
gravitasi. Senyawa mumi yang diperoleh ditentukan strukturnya dengan metode 
spektroskopi (UV, IR, NMR 1D dan 2D) dan diuji aktivitas antioksidannya 
dengan menggunakan metode DPPH (l,l-difenil-2-pikrilhidrazil). Dari ekstrak 
etil asetat diperoleh senyawa mumi berupa minyak tidak berwarna sebanyak 20 
mg. Berdasarkan analisa data spektroskopi maka senyawa hasil isolasi adalah bis 
(2-etil heksil ftalat). Senyawa hasil isolasi menunjukkan nilai IC5o >100 pg/ml 
yang mengindikasikan bahwa senyawa hasil isolasi tidak aktif sebagai 
antioksidan.

Kata Kunci: Jamur endofitik, C. zedoaria, ftalat

i

x



IUPT ►>&P PUSTAKA.'.N 
UNIVERSITAS S9'W>JAYA

'.30985 :
.17 APR 20)3 i

H J. DAFTAR
H'»'/ M
*•.■*»% -J» S mm

DAFTAR ISI L*

Halaman

iHALAMAN JUDUL...............................................................................
HALAMAN PERSETUJUAN SKRIPSI..................................................
HALAMAN PENGESAHAN SKRIPSI...................................................
HALAMAN PERNYATAAN KEASLIAN ILMIAH...............................
HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH..............
KATA PERSEMBAHAN.......................................................................
KATA PENGANTAR............................................................................
ABSTRACT..........................................................................................
ABSTRAK............................................................................................
DAFTAR ISI.........................................................................................
DAFTAR TABEL.................................................................................
DAFTAR GAMBAR.............................................................................
DAFTAR LAMPIRAN..........................................................................
BABI PENDAHULUAN.....................................................................

1.1. Latar Belakang....................................................................
1.2. Rumusan Masalah................................................................
1.3. Tujuan Penelitian..................................................................
1.4. Manfaat Penelitian...............................................................

BAB II TINJAUAN PUSTAKA............................................................
2.1. Tumbuhan Kunyit Putih (Curcuma zedoaria (Berg.) Roscoe)

2.1.1. Taksonomi Tumbuhan Kunyit Putih............................
2.1.2. Morfologi Tumbuhan Kunyit Putih..............................

u
m
IV

V

VI

vn
IX

x
XI

XIV

XV

XVII

1
1
3
4
4
5
5
5
6

2.1.3. Manfaat dan Uji Farmakologis rimpang Tumbuhan Kunyit
Putih 7

2.2. Kandungan Kimia Tumbuhan Kunyit Putih......................
2.3. Mikroba Endofitik...........................................................
2.4. Kandungan Metabolit Sekunder dari Jamur Penicillium sp

8
13
15

XI



162.5. Radikal Bebas................................................................................ .
2.6. Antioksidan................................................................................... .
2.7. Metode Uji Aktivitas Antioksidan.................................................

BAB III METODOLOGI PENELITIAN.........................................................

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian.......................................................

3.2. Alat dan Bahan..............................................................................

3.3. Cara Keija.....................................................................................
3.3.1. Pengambilan Sampel............................................................

3.3.2. Sterilisasi Alat......................................................................

3.3.3. Isolasi Jamur Endofitik.........................................................

3.3.4. Pemurnian Jamur Endofitik..................................................

3.3.5. Identifikasi Jamur Endofitik.................................................

3.3.6. Kurva Pertumbuhan..............................................................

3.3.6.1. Pembuatan Suspensi Spora Jamur..............................

3.3.6.2. Pembuatan Kurva Pertumbuhan.................................

3.3.7. Kultur Jamur Endofitik.........................................................
3.3.8. Ekstraksi Metabolit Sekunder dari Jamur Endofitik...........

3.3.9. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Jamur Endofitik
Terseleksi ...........................................................................

3.3.10. Elusidasi Struktur Molekul.................................................

3.3.11. Uji Aktivitas Antioksidan dengan Metode DPPH............

3.3.11.1. Persiapan Larutan DPPH 0,5 mM........................... .

3.3.11.2. Persiapan Larutan Uji................................................

3.3.11.3. Pembuatan Larutan Standar.......................................

3.3.11.4. Uji Aktivitas Antioksidan.........................................

BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN........................................................

4.1. Isolasi dan Identifikasi Jamur Endofitik dari Rimpang
Tumbuhan Kunyit Putih (C. zedoaria).........................................

4.2. Kurva Pertumbuhan Jamur...........................................................

4.3. Ekstraksi Metabolit Sekunder dari Isolat Jamur Endofitik.........
4.4. Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Jamur Endofitik

Terseleksi...................................................... .

17

18

20

20

20

21

21

21

21

22

22

22

22

23

23

24

24
25

25

25

25

26

26

28

28

29
29

30

XII



4.5. Karakterisasi Senyawa Hasil Isolasi.................
4.5.1. Karakterisasi dengan Spektrum UV.........
4.5.2. Karakterisasi dengan Spektrum IR............
4.5.3. Karakterisasi dengan Spektrum ‘H-NMR..
4.5.4. Karakterisasi dengan Spektrum 13C-NMR.
4.5.5. Karakterisasi dengan Spektrum DEPT 135
4.5.6. Karakterisasi dengan Spektrum NMR 2D..

4.6. Uji Aktivitas Antioksidan.................................
BAB V KESIMPULAN DAN SARAN...............................

5.1. Kesimpulan.......................................................
5.2. Saran................................................................

DAFTAR PUSTAKA ........................................................
LAMPIRAN................................................

31

32

33

34

35
37

38

46

52
52
52
53
57

xiii



DAFTAR TABEL

Halaman

31Pengelompokan fraksi hasil kromatografi kolom gravitasi.
Puncak-puncak serapan pada spektrum IR.......................
Data geseran ‘H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz),
HMQC, dan HMBC dalam metanol-c/3 dari senyawa hasil isolasi.. 45

Tabel 1.
33Tabel 2. 

Tabel 3.

XIV



DAFTAR GAMBAR

Halaman

Gambar 1. Foto dari tumbuhan kunyit putih dan rimpang kunyit putih 
(C. zedoaria)..........................................................................

Gambar 2. Foto jamur endofitik yang diisolasi dari rimpang tumbuhan 
kunyit putih (C. zedoaria) pada media PDA.........................

Gambar 3. Kurva pertumbuhan isolat j amur endofitik...........................

6

28

29

Gambar 4. Kromatogram ekstrak etil asetat dari jamur Penicilium sp
dibawah sinar UV k 365 nm dengan eluen n-Heksan:EtOAc

30(9:1)
Gambar 5. Kromatogram fraksi F1 hasil kromatografi kolom gravitasi

ekstrak etil asetat oleh jamur Penicilium sp dibawah sinar UV 
k 365 nm dengan eluen n-Heksan:EtOAc (9:1) (A).................

Gambar 6. Spektrum UV senyawa hasil isolasi dalam pelarut MeOH (A) 
dan dengan pereaksi geser NaOH (B)........................................

Gambar 7. Spektrum IR senyawa hasil isolasi.............................................
Gambar 8. Pelebaran spektrum 'H-NMR pada daerah 7,5 ppm - Sh

7,7 ppm......................................................................................
Gambar 9. Spektrum 'H-NMR senyawa hasil isolasi pada Sh 4,21 ppm....

Gambar 10. Spektrum C-NMR senyawa hasil isolasi pada Sc 11,0 — 5c 

168,0 ppm...................................................................................

31

32
33

34
35

36
Gambar 11. Spektrum DEPT 135 senyawa hasil isolasi pada Sc 11,0 - dc

168.0 ppm...................................................................................

Gambar 12. Spektrum HMQC senyawa hasil isolasi pada daerah proton
Sh 4,20 ppm- SH 7,70 ppm dan karbon pada Sc 68,1 ppm- Sc
131.0 ppm...................................................................................

Gambar 13. Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi pada daerah proton 
SH 7,50 ppm - SH 7,70 ppm dan karbon pada Sc 128,0 ppm
-Sc 168,0 ppm..........................................................................

Gambar 14. Spektrum COSY senyawa hasil isolasi pada SH 7,50 ppm - 
Sh1,10 ppm...........................................................................

Gambar 15. Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi pada daerah proton 
SH 4,20 ppm dan karbon pada Sc 23,0 ppm - Sc 39,0 ppm.....

Gambar 16. Spektrum COSY senyawa hasil isolasi pada S h 1,60 ppm - 
Sh 4,20 ppm.........................................................................

Spektrum HMQC senyawa hasil isolasi pada daerah proton

38

39

40

40

41

41
Gambar 17.

xv



d h 0,80 ppm - Sn 1,70 ppm dan karbon pada Sc 11,0 ppm 
- Sc 39,0 ppm...............................................................................

Gambar 18. Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi pada derah proton
8h 1,67 ppm dan karbon pada Sc 11,0 ppm - Sc 69,0 ppm.........

Gambar 19. Spektrum COSY senyawa hasil isolasi pada daerah proton S h 
0,80 ppm - Sh 1,70 ppm...............................................................

Gambar 20. Struktur senyawa hasil isolasi (A = penomoran struktur, B = 
nilai pergeseran kimia proton, C = nilai pergeseran kimia 
karbon).........................................................................................

Gambar 21. Korelasi HMBC dan COSY (panah warna hijau untuk
korelasi HMBC, panah warna merah untuk korelasi COSY) .... 46

Gambar 22. Aktivitas peredaman radikal DPPH dari senyawa hasil
isolasi dan senyawa standar (asam askorbat) pada berbagai 
konsentrasi yang dinyatakan dalam %inhibisi dan nilai 
regresi...........................................................................................

Gambar 23. Struktur asam askorbat.................................................................

Gambar 24. Reaksi antara radikal DPPH dengan H radikal dari antioksidan. 49

Gambar 25. Mekanisme reaksi antara radikal DPPH dengan standar 
antioksidan (asam askorbat)

42

43

44

46

47
49

50

xvi



■

DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

. Karakterisasi dan identifikasi jamur endofitik yang diisolasi 
dari rimpang kunyit putih..........................................................

Lampiran 2. Tabel kurva tumbuh jamur endofitik..........................................
Lampiran 3. Foto kultur cair, ekstrak pekat, dan senyawa mumi hasil

isolasi dari jamur penicillium sp pada rimpang kunyit putih...
Lampiran 4. Foto analisa KLT hasil kromatografi kolom gravitasi..............

Lampiran 5. Spektum Total ‘H-NMR Senyawa Hasil Isolasi pada daerah 
proton <5j/0,80 ppm - 8h1,1Q ppm.............................................

Lampiran 6. Spektrum 1 H-NMR Senyawa Hasil Isolasi pada daerah
proton 8h 0,80 ppm -Sh 1,70 ppm............................................

Lampiran 7. Nilai % inhibisi senyawa uji dan standar asam askorbat..........
Lampiran 8. Perhitungan Nilai % Inhibisi dari senyawa uji........................
Lampiran 9. Perhitungan Nilai % Inhibisi dan IC50 dari Asam Askorbat....
Lampiran 10. Skema Isolasi Jamur Endofitik dari Kunyit Putih (Curcuma 

zedoaria (Berg) Roscoe)............................................................
Lampiran 11. Skema Isolasi Metabolit Sekunder dari Jamur Endofitik

Penicillium sp pada rimpang Tumbuhan Kunyit Putih ...........
Lampiran 12. Skema pemisahan dan pemurnian senyawa hasil isolasi.........
Lampiran 13. Komposisi Medium PDB (Potato Dextrose Broth) dan

PDA (Potato Dextrose Agar).....................................................
Lampiran 14. Pembuatan Medium PDB (Potato Dextrose Broth) dan

PDA (Potato Dextrose Agar).....................................................
Lampiran 15. Bagan keija lengkap..................................................................
Lampiran 16. Spektrum HMBC senyawa hasil isolasi...............................

Lampiran 1 57
59

60
61

62

63
64
65
66

67

68
69

70

71
72
73

xvn



I

BABI

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Mikroba endofitik merupakan mikroba yang hidup didalam jaringan 

tumbuhan pada periode tertentu dan mampu membentuk koloni dalam jaringan 

tumbuhan tanpa membahayakan inangnya. Mikroba ini hidup bersimbiosis saling 

menguntungkan dengan tumbuhan inangnya dan dapat pula bersama-sama 

menghasilkan metabolit sekunder tertentu (Hang and Annapuma, 2004 dan 

Thomas, 2004). Mikroba endofitik dapat berupa jamur atau bakteri, namun yang 

seringkali diisolasi adalah jamur. Kemampuannya dalam menghasilkan metabolit 

sekunder menjadikan jamur endofitik sebagai sumber bahan baru yang banyak 

dieksplorasi dalam memproduksi senyawa metabolit sekunder aktif yang berguna 

sebagai obat.

Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan dari jamur endofitik 

memiliki kemungkinan struktur yang sama persis dengan inangnya, ada juga yang 

strukturnya berbeda dengan inangnya. Kemungkinan lainnya, mikroba endofitik 

tidak menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh tumbuhan 

inangnya (Tan and Zou, 2001). Jika ditinjau dari aktivitas biologisnya, seringkali 

senyawa metabolit sekunder dari jamur endofitik memiliki aktivitas biologis yang 

sesuai dengan tumbuhan inangnya. Beberapa diantaranya yaitu senyawa taxol 

yang diisolasi dari Taxomyces andreanae pada tumbuhan Taxus brevifolia dan

1
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oleandrin yang diisolasi dari jamur endofitik tumbuhan Nerium indicum 

sebagai senyawa antikanker (Strobel and Daisy, 2003; Prihatiningtias, 2005).

Tumbuhan kunyit putih (Curcuma zedoaria (Berg) Roscoe) merupakan 

tumbuhan obat yang telah lama digunakan sebagai obat tradisional. Di Indonesia, 

rimpang kunyit putih digunakan untuk mengobati maag, gangguan pencernaan, 

melancarkan peredaran darah, kanker dan gangguan paru-paru. Di india, 

digunakan untuk obat masuk angin atau kembung, penguat lambung, pembangkit 

nafsu makan, penurun panas, dan untuk mengobati penyakit kulit (Fauziah, 1999). 

Sedangkan di Jepang dan Cina digunakan sebagai obat untuk pengobatan sindrom 

‘Oketsu’ juga untuk mengobati berbagai jenis kanker ovarium dan kanker serviks 

(Matsuda et al., 2001; Oh et al., 2007).

Kunyit putih (C. zedoaria) telah dilaporkan memiliki aktivitas antimikroba 

dan antijamur, efek larvisidal dan analgesik, antialergi, hepatoprotektif, 

antiinflamasi, antimutagenik, sitotoksik, antikanker, dan antioksidan (Matsuda et

senyawa

al., 1998; Jr Syu et al., 1998; Makabe et al., 2006; Seo et al., 2005). Berdasarkan 

studi literatur, beberapa senyawa telah diisolasi dari C. zedoaria seperti kurkumin 

yang memiliki aktivitas inhibisi terhadap sel kanker ovarium (Ovcar-3), elemena 

yang memiliki aktivitas antitumor substansial terhadap sel leukemia HL-60 dan 

seskuiterpen yang memiliki aktivitas antiinflamasi (Jr Syu et al., 1998; Lien and 

Li, 1985; Makabe et al., 2006).

Tumbuhan yang dikenal berkhasiat obat berpeluang tinggi untuk 

mendapatkan senyawa metabolit sekunder aktif dari jamur endofitiknya. 

Diperkirakan didalam jaringan kunyit putih hidup jamur-jamur endofitik yang
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juga menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Berdasarkan studi literatur, 

belum pernah dilaporkan tentang isolat jamur endofitik dari rimpang tumbuhan 

kunyit putih dan kandungan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkannnya.

Pada penelitian ini dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa metabolit 

sekunder dari jamur endofitik pada rimpang tumbuhan kunyit putih (C. zedoaria) 

dan uji aktivitas antioksidannya. Pada tahap awal penelitian dilakukan isolasi 

jamur endofitik dari rimpang kunyit putih dan identifikasi terhadap isolat jamur 

tersebut. Isolat jamur dikultivasi sampai memasuki fase statisioner. Selanjutnya 

terhadap ekstrak etil asetat dari isolat jamur terpilih dilakukan isolasi dan 

identifikasi senyawa metabolit sekunder dan uji aktivitas antioksidannya.

1.2. Rumusan Masalah

Jamur endofitik yang hidup didalam jaringan tumbuhan inangnya dapat 

menghasilkan senyawa metabolit sekunder tertentu. Tumbuhan berkhasiat obat 

berpeluang mendapatkan senyawa metabolit sekunder aktif dari jamur endofitik. 

Diperkirakan didalam jaringan kunyit putih hidup jamur-jamur endofitik 

juga menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Berdasarkan studi literatur, 

belum pernah dilaporkan tentang isolat jamur endofitik dari rimpang kunyit putih 

dan kandungan senyawa metabolit sekunder yang dihasilkannya.

yang
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1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :

1. Mengisolasi dan mengidentifikasi isolat jamur endofitik dari rimpang 

tumbuhan kunyit putih (C. zedoaria).

2. Mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder dari jamur 

endofitik yang berpotensi menghasilkan senyawa metabolit sekunder.

3. Menentukan aktivitas antioksidan dari senyawa metabolit sekunder

tersebut.

1.4. Manfaat penelitian

Manfaat penelitian ini adalah :

1. Mengetahui jenis isolat jamur endofitik dari rimpang tumbuhan kunyit 

putih (C. zedoaria).

2. Mengetahui senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan dari isolat jamur 

endofitik dan aktivitas antioksidannya.
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