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OPTIMIZATION FOR PRODUCTION OF SECONDARY METABOLITES
ENDOPHYTIC FUNGUS Peniophora sp. WITH VARIATIONS OF

CARBON AND NITROGEN SOURCE, AND pH

Dinda Sari
08041381823073

RESUME

The extract of the secondary metabolites of endophytic fungus Peniophora
sp. at concentration 1000pg/mL had a strong antibacterial activity against
Escherichia coli ATCC8739 81,81% and against Staphylococcus aureus
ATCC6538 78.57%. Endophytic fungus Peniophora sp. produces secondary
metabolites such as phenols and alkaloids, but the the secondary metabolites
produced was only 0.146 grams, so it is necessary to optimize the production of
secondary metabolites through optimization of the composition of cultivation
media with variation of carbon sources, nitrogen source, and pH.

This research was conducted to analyze the effect of the type of carbon
source, nitrogen source, and pH and their interaction in producing the optimum
value of secondary metabolite response based on Response Surface Methodology
(RSM). This reserach also analyzed the types of bioactive compounds in the
secondary metabolite extracts produced during the optimization process of the
cultivation media for the endophytic fungus Peniophora sp. based on thin layer
chromatography (TLC). This research was conducted from August 23, 2021 to
December 10, 2021 at the Microbiology Laboratory and the Genetics and
Biotenology Laboratory, Department of Biology, Faculty of Mathematics and
Natural Sciences, Sriwijaya University, Indralaya.

The research stages consisted of propagation of endophytic fungus,
cultivation with variations of carbon source, nitrogen source, and pH, first
extraction, optimization of components of cultivation media with RSM, second
extraction, thin layer chromatography analysis, and data analysis. The formulation
of the optimization medium for the endophytic fungus Peniophora sp. is using
glucose 3.66 g L-1, peptone 0.475 g L-1, and pH 7.034 which is indicated by the
optimum secondary metabolite response 0.323 grams and desirability value 0.795.
The secondary metabolite extract of the endophytic fungus Peniophora sp.
contains phenolic compounds, terpenoids, and flavonoids

Keywords: Endophytic Fungi, Medium Pptimization, Peniophora sp., Response
Surface Methodology, Secondary Metabolites
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OPTIMASI PRODUKSI METABOLIT SEKUNDER FUNGI ENDOFIT
Peniophora sp. DENGAN VARIASI
SUMBER C, N, DAN pH

Dinda Sari
08041381823073

RINGKASAN

Fungi endofit Peniophora sp. dengan konsentrasi senyawa metabolit
sekunder 1000pg/mL memiliki aktivitas antibakteri yang kuat sebesar 81,81%
terhadap Escherichia coli ATCC8739 dan aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus ATCC6538 sebesar 78,57%. Fungi endofit Peniophora sp.
menghasilkan senyawa metabolit sekunder berupa fenol dan alkaloid, tetapi
senyawa yang dihasilkan hanya sebesar 0,146 gram, sehingga perlu dilakukan
optimasi melalui optimasi komposisi media kultivasi dengan variasi sumber C, N,
dan pH.

Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis pengaruh jenis sumber
karbon, nitrogen, dan pH serta interaksi ketiga faktor tersebut dalam
menghasilkan nilai optimum respon metabolit sekunder berdasarkan Response
Surface Methodology (RSM). Penelitian ini juga menganalisis golongan senyawa
aktif yang terdapat pada ekstrak metabolit sekunder hasil optimasi dari isolat
fungi endofit Peniophora sp. berdasarkan uji kromatografi lapis tipis (KLT).
Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 23 Agustus 2021 sampai dengan 10
Desember 2021 di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika dan
Biotenologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam,
Universitas Sriwijaya, Indralaya.

Tahapan penelitian ini terdiri dari propagasi fungi endofit, pemilihan
sumber karbon, nitrogen, dan pH terbaik, ekstraksi uji pertama metabolit
sekunder, optimasi komponen media kultivasi dengan RSM, ekstraksi metabolit
sekunder hasil optimasi, analisis data metabolit sekunder hasil optimasi, dan
analisis kromatografi lapis tipis. Fungi endofit Peniophora sp. memproduksi
senyawa metabolit sekunder paling tinggi sebesar 0,093 gram pada penggunaan
glukosa 0,078 gram, pepton 0,105 gram, dan pH 7. Formulasi medium optimasi
fungi endofit Peniophora sp. adalah dengan pemakaian sumber glukosa 3,66 g L
! pepton 0,475 g L™, dan pH 7,034 yang ditunjukkan dengan respon metabolit
sekunder optimum sebesar 0,323 gram dan nilai desirability sebesar 0,795.
Ekstrak metabolit sekunder fungi endofit Peniophora sp. mengandung golongan
senyawa fenol, terpenoid, dan flavonoid

Keywords: Fungi Endofit, Metabolit Sekunder, Optimasi Medium, Peniophora
sp., Response Surface Methodology.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Tumbuhan mengandung sumber penting yang dapat dimanfaatkan untuk
tujuan terapeutik atau prekursor farmasi (Jain et al., 2019) karena memproduksi
senyawa metabolit sekunder yang bermanfaat dalam sistem pengobatan
tradisional maupun pengobatan modern (Kusbiantoro dan Purwaningrum, 2018).
Isolasi senyawa metabolit sekunder dari tumbuhan sangat terbatas karena
dikhawatirkan dapat mengganggu sumber daya tumbuhan aslinya (Radji, 2005).

Permasalahan dalam memperoleh senyawa metabolit sekunder dari
tumbuhan dapat dilakukan secara efisien dengan memanfaatkan potensi fungi
endofit, sehingga bisa diproduksi secara berkelanjutan dalam skala industri dan
waktu yang relatif singkat (Haniah, 2008). Alternatif fungi endofit merupakan
pilihan yang ramah lingkungan (Khare et al., 2018) karena fungi endofit hidup
berkoloni di jaringan tumbuhan dan memproduksi senyawa metabolit sekunder
yang serupa dengan tumbuhan inangnya (Radji, 2005).

Peniophora sp. merupakan jenis fungi pelapuk putih yang hidup pada
batang dan ranting tumbuhan (Darsih et al., 2019). Peniophora sp. memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif dan gram negatif (Gherbawy
and Elhariry, 2014). Peniophora sp. menghasilkan senyawa metabolit sekunder
berupa terpenoid dan alkaloid dengan kemampuan aktivitas antibakteri terhadap

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus (Fareza et al., 2018).

1 Universitas Sriwijaya



Peniophora termasuk basidiomycota ligninolitik yang menghasilkan
enzim lakase (Mainardi et al., 2018), sterol (Changyun, 2012), mangan
peroksidase (Machado et al., 2005), piranosa oksidase, alkohol oksidase (Trinh et
al., 2013), enzim fitase (Ullah dan Sethumadhavan, 2003). Peniophora sp. juga
memiliki kemampuan mendegradasi zat warna alam (Santos et al., 2016).

Ekstrak metabolit sekunder Peniophora sp. sebesar 1000 pg/ml memiliki
aktivitas antibakteri sebesar 81,81% terhadap Escherichia coli ATCC8739 dan
aktivitas antibakteri 78,57% terhadap Staphylococcus aureus ATCC6538, tetapi
senyawa metabolit sekunder yang didapat selama kultivasi cukup rendah, yaitu
sebesar 0,146 gram (Handayani, 2020). Oleh karena itu, perlu dikaji optimasi
media fermentasi dengan memodifikasi konsentrasi sumber karbon, sumber
nitrogen, dan variasi pH.

Komposisi sumber karbon dan nitrogen yang sesuai di dalam media
kultivasi mampu menghasilkan produksi senyawa metabolit sekunder secara
optimal (Sunaryanto et al., 2018). Pemilihan sumber karbon, sumber nitrogen dan
pH medium mempengaruhi proses fermentasi. Oleh karena itu, perlu diperhatikan
faktor nutrisi dan kondisi fermentasi yang berpengaruh terhadap proses fermentasi
dalam menghasilkan senyawa yang diinginkan (Syukria, 2018).

Sumber karbon merupakan nutrisi esensial dan dibutuhkan dalam jumlah
banyak untuk pertumbuhan fungi. Sumber karbon berperan penting dalam
pembentukan struktur sel (Nurdin dan Nurdin, 2020), sehingga pemilihan sumber
karbon seperti glukosa, dekstrosa dan sukrosa butuh dilakukan untuk mengetahui

pengaruhnya dalam produksi metabolit sekunder Peniophora sp.
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Pengaruh sumber karbon seperti glukosa dapat mengoptimalkan produksi
senyawa bioaktif cordycepin (3’deoxyadenosine) pada Cordyceps militaris (Mao
et al., 2005). Penggunaan dekstrosa sebagai sumber karbon mampu meningkatkan
produksi senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh Fusarium sp. DF2 (Gogoi et
al., 2008) dan produksi maksimum senyawa metabolit antibakteri oleh Aspergillus
terreus (Jain dan Pudir, 2011). Aspergillus TSF 146 memproduksi senyawa
antibakteri secara optimum dengan sumber karbon berupa sukrosa, yaitu diameter
zona hambat 25 mm terhadap Bacillus subtilis (Bhattacharyya dan Jha, 2011).

Sumber Nitrogen adalah salah satu faktor penting yang mempengaruhi
pertumbuhan sel (Zuhri et al.,, 2013) dan produksi metabolit sekunder
mikroorganisme (Nofiani, 2008). Oleh karena itu, pemilihan sumber nitrogen
seperti yeast extract, pepton, dan NaNO; butuh dilakukan untuk mengetahui
pengaruhnya dalam produksi metabolit sekunder Peniophora sp.

Yeast extract merupakan substrat yang baik untuk proses fermentasi
karena mengandung asam amino dan peptida, vitamin larut air dan karbohidrat
(Sunaryanto et al., 2018). Fusarium sp. DF2 menghasilkan senyawa antibakteri
yang optimal dengan yeast extract sebagai sumber nitrogen (Gogoi et al., 2008).
Sodium nitrat mempengaruhi produksi metabolit sekunder fungi endofit
Cylindrocephalum sp. yang diisolasi dari tumbuhan Alpinia calcarata (Sunitha et
al., 2012). Senyawa metabolit sekunder berupa antibakteri yang dihasilkan oleh
fungi endofit Geosmithia pallida (KU693285) diproduksi maksimum melalui

pemakaian pepton sebagai sumber nitrogen (Deka dan Jha, 2018).
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Pertumbuhan dan produksi senyawa metabolit sekunder mikroorganisme
dipengaruhi oleh kondisi pH karena pH dapat mendorong aktivitas beberapa
enzim yang mengkatalis reaksi metabolisme. Perubahan pH sangat penting dalam
berbagai proses yang terjadi dalam sel mikroorganisme (Gulmaraes et al., 2004).
Setiap mikroorganisme memiliki pH optimal untuk pertumbuhannya (Fitria dan
Zulaika, 2019), sehingga perlu dilakukan penelitian untuk menentukan pH
optimum dalam memproduksi senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh
Peniophora sp.

Produksi metabolit sekunder fungi endofit Hypoceria sp. yang diisolasi
dari Dilline indica maksimum pada pH 5 (Gogoi et al., 2008). Produksi
maksimum senyawa antibakteri oleh Aspergillus terreus dalam media Potato
Dextrose Broth (PDB) optimum pada pH 6 (Jain dan Pudir, 2011). Produksi
senyawa antimikroba yang dihasilkan Nigrospora sp. optimal pada ph 7 (Sandey
et al., 2015). Fusarium verticilioides memproduksi metabolit sekunder berupa
pigmen naphthoquinones secara optimum pada pH 8 (Boonyapranai et al., 2008).

Optimasi produksi metabolit sekunder fungi endofit dilakukan dengan
Response Surface Methodology (RSM). RSM bertujuan untuk menentukan
interaksi beberapa variabel dalam suatu sistem dengan efek kuadrat sehingga
ditemukan respon yang optimal (Hasan et al., 2012). Optimasi produksi metabolit
dengan RSM mampu mengurangi jumlah eksperimen sehingga dapat
meminimalisir biaya, tenaga, dan waktu (Sunaryanto et al, 2018.), sedangkan
identifikasi golongan senyawa ekstrak metabolit sekunder yang telah dioptimasi

dapat dianalisis dengan kromatografi lapis tipis (Rusnaeni et al., 2016).
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1.2.

Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah dalam

penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

1.3.

Bagaimana pengaruh jenis sumber karbon, nitrogen, dan pH yang berbeda
terhadap jumlah ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan oleh fungi endofit
Peniophora sp.?

Bagaimana pengaruh interaksi ketiga faktor yaitu sumber karbon, nitrogen,
dan pH terhadap jumlah ekstrak metabolit sekunder fungi endofit Peniophora
sp. berdasarkan Response Surface Methodology (RSM) ?

Berapa nilai optimum dari interaksi ketiga faktor dalam menghasilkan ekstrak
metabolit sekunder oleh fungi endofit Peniophora sp. berdasarkan Response
Surface Methodology (RSM) ?

Apa saja golongan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak metabolit
sekunder hasil optimasi dari isolat fungi endofit Peniophora sp. berdasarkan

uji kromatografi lapis tipis (KLT)?

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
Mengkaji pengaruh jenis sumber karbon, nitrogen, dan pH yang berbeda
terhadap jumlah ekstrak metabolit yang dihasilkan oleh isolat fungi endofit
Peniophora sp.
Menganalisis pengaruh adanya interaksi ketiga faktor yaitu sumber karbon,

nitrogen, dan pH terhadap jumlah ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan
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oleh isolat fungi endofit Peniophora sp. berdasarkan Response Surface
Methodology (RSM)

3. Menentukan nilai optimum dari interaksi ketiga faktor dalam menghasilkan
ekstrak metabolit sekunder oleh isolat fungi endofit Peniophora sp.
berdasarkan Response Surface Methodology (RSM).

4. Menganalisis golongan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak metabolit
sekunder hasil optimasi dari isolat fungi endofit Peniophora sp. berdasarkan

uji kromatografi lapis tipis (KLT).

1.4. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan informasi yang akurat
mengenai sumber karbon, nitrogen, pH yang optimal selama proses kultivasi
untuk memproduksi senyawa metabolit sekunder fungi endofit Peniophora sp.

yang berpotensi sebagai antibakteri.
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