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OPTIMIZATION FOR PRODUCTION OF SECONDARY METABOLITES
ENDOPHYTIC FUNGI Neopestalotiopsis sp. WITH VARIATION OF
CARBON SOURCE, NITROGEN SOURCE, AND pH

Alifia Anisya
08041181823019

SUMMARY

Endophytic fungi that isolated from Bengkal (Nauclea orientalis L.) have the
strongest potential for antibacterial activity, which one is Neopestalotiopsis sp. At
concentration of 1000 pg/mL, the endophytic fungi Neopestalotiopsis sp. has a
strong antibacterial activity of 84,6% against Eschericia coli ATCC8739 and
antibacterial activity of 92,8% against Staphylococcus aureus ATCC6538.
Endophytic fungi Neopestalotiopsis sp. only produce secondary metabolites of
0,26 g and containts bioactive compounds just only tannins. Based on that, it is
necessary to optimize the composition of cultivation media with various sources
of carbon, nitrogen, and pH for endophytic fungi Neopestalotiopsis sp.

This research aims to analyze the effect of the source’s type of carbon,
nitrogen, and pH in cultivation media as well as the interaction of the three
factors in order to obtain the most optimum conditions for secondary metabolite
responses using Response Surface Methodology (RSM). This research also was
carried out in order to detect the bioactive compound by Thin Layer
Chromatography (TLC) contained in the extract of secondary metabolite from the
optimization proccess of the endophytic fungi Neopestalotiopsis sp. This research
was conducted from August 23, 2021 till December 10, 2021 at the Microbiology
Laboratory and the Genetics and Biotechnology Laboratory, Department of
Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University,
Indralaya.

The stage of this research consisted of propagation of endophytic fungi,
selection the sources of carbon, nitrogen, and pH in cultivation media, extraction
of secondary metabolites, optimization of the composition of cultivation media
using RSM, extraction of secondary metabolite, and analysis of secondary
metabolite with TLC from result of optimization. Endophytic fungi
Neopestalotiopsis sp. optimally produce secondary metabolite of 0,079 g using
glucose, 0,1102 g using peptone, and 0,0972 g at neutral pH or pH 7. The
formulation for optimization of the medium composition for endophytic fungi
Neopestalotiopsis sp. is using glucose 4,179 g L™, pepton serbesar 0,449 g L,
dan pH 6,954 which is indicated by the optimum secondary metabolite response
0,326 g and desirability value 0,786. Chromatogram profile from the extract of
secondary metabolite Neopestalotiopsis sp. Optimization result show of tannins,
terpenoids, phenols, and steroids.

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

Alifia Anisya
08041181823019

RINGKASAN

Fungi endofit yang diisolasi dari tumbuhan Bengkal (Nauclea orientalis L.)
memiliki potensi aktivitas antibakteri yang paling kuat yaitu salah satunya
Neopestalotiopsis sp. Dalam konsentrasi 1000 pg/mL, fungi endofit
Neopestalotiopsis sp. memiliki aktivitas antibakteri yang kuat sebesar 84,6%
terhadap Eschericia coli ATCC8739 dan aktivitas antibakteri sebesar 92,8%
terhadap Staphylococcus aureus ATCC6538. Fungi endofit Neopestalotiopsis sp.
hanya menghasilkan senyawa metabolit sekunder sebesar 0,26 g dan hanya
mengandung golongan senyawa aktif berupa tanin saja. Berdasarkan hal tersebut,
maka diperlukan optimasi komposisi dari media kultivasi dengan variasi sumber
karbon, nitrogen, dan pH terhadap fungi endofit Neopestalotiopsis sp.

Penilitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh dari jenis sumber
karbon, nitrogen, dan pH dalam media kultivasi serta interaksi ketiga faktor agar
mendapatkan kondisi paling optimal terhadap respons metabolit sekunder
menggunakan Response Surface Methodology (RSM). Penilitian ini juga
dilakukan agar dapat mendeteksi golongan senyawa aktif dengan uji
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yang terdapat di dalam ekstrak metabolit
sekunder hasil dari proses optimasi fungi endofit Neopestalotiopsis sp. Penelitian
ini dilaksanakan mulai dari tanggal 23 Agustus 2021 hingga 10 Desember 2021 di
Laboratorium Mikrobiologi serta Laboratorium Genetika dan Bioteknologi,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas
Sriwijaya, Indralaya.

Tahapan penelitian ini adalah propagasi fungi endofit, pemilihan sumber
karbon, nitrogen, dan pH pada medium kultivasi, ekstraksi metabolit sekunder,
optimasi komposisi media kultivasi menggunakan RSM, ekstraksi metabolit
sekunder hasil optimasi, analisis data metabolit sekunder hasil optimasi, dan
analisis KLT senyawa metabolit sekunder hasil optimasi. Fungi endofit
Neopestalotiopsis sp. memproduksi senyawa metabolit secara optimal sebesar
0,079 g pada pemakaian glukosa, sebesar 0,1103 g pada pemakaian pepton, dan
sebesar 0,0972 g pada pH netral atau pH 7. Formula komposisi medium optimasi
fungi endofit Neopestalotiopsis sp. adalah dengan pemakaian glukosa sebesar
4,179 g L, pepton serbesar 0,449 g L, dan pH 6,954 dengan respon metabolit
sekunder optimum sebesar, 0,326 g dan nilai desirability sebesar 0,786. Profil
kromatogram ekstrak metabolit sekunder fungi endofit Neopestalotiopsis sp. hasil
optimasi menunjukkan kandungan senyawa tanin, terpenoid, fenol, dan steroid.

Kata Kunci: Fungi Endofit, Metabolit Sekunder, Neopestalotiopsis sp., Optimasi
Medium, Response Surface Methodology
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh fungi merupakan salah satu respon
fisiologis terhadap cekaman biotik dan abiotik seperti kekurangan nutrisi dan
faktor lingkungan (Macheleidt et al., 2016). Senyawa metabolit sekunder yang
dimiliki oleh fungi endofit merupakan potensi besar yang bermanfaat terutama
pada bidang kesehatan. Jika fungi endofit hasil isolasi dari suatu tanaman obat
memproduksi alkaloid atau metabolit yang sama bahkan dalam jumlah lebih
tinggi, maka pemanenan tanaman inang secara berulang tidak perlu dilakukan
lagi karena memerlukan waktu yang lama (Dion et al., 2021).

Fungi endofit memproduksi berbagai jenis senyawa metabolit fungsional
seperti senyawa antimikroba (Pinheiro et al., 2013), antikanker (Mamangkey et
al., 2022), antivirus (Attia et al., 2020), serta hormon pertumbuhan tanaman
(Hwang et al., 2011). Motaal et al. (2010) menambahkan, jamur endofit
memproduksi banyak senyawa bioaktif yang digunakan dalam meningkatkan
ketahanan host atau inang dari serangan mikroorganisme patogen. Menurut
Katoch et al. (2014), fungi endofit akan menginfeksi tanaman yang sehat pada
jaringan tertentu sehingga dapat menghasilkan antibiotik, enzim, dan mikotoksin.

Bagian tumbuhan telah banyak digunakan sebagai tanaman obat yang

jumlahnya terus meningkat sehingga mengakibatkaan berkurangnya sumber daya
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alam. Salah satu upaya untuk membatasi penggunaan ini adalah isolasi fungi
endofit pada bagian tanaman yang dapat memproduksi senyawa metabolit aktif
(Setiawan dan Musdalipah, 2018). Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh fungi endofit memiliki peran penting dalam meningkatkan daya adaptasi dari
fungi endofit dan host, misalnya ketahanan terhadap cekaman abiotik dan biotik
(Chadha et al., 2015). Apabila dibandingkan dengan mikroba endofit lainnya,
fungi endofit memproduksi lebih banyak metabolit sekunder (Sudha et al., 2016).

Aktivitas antibakteri yang berasal dari ekstrak metabolit sekunder
Neopestalotiopsis sp. memiliki potensi sebesar 84,6% terhadap Eschericia coli
ATCC8379 serta memiliki potensi sebesar 92,8% terhadap Staphylococcus aureus
ATCC6538 apabila dibandingkan dengan antibiotik tetrasiklin. Produksi
metabolit sekunder yang rendah dengan berat ekstrak sebesar 0,26 g yang
dihasilkan selama tahap kultivasi dan potensi aktivitas senyawa bioaktif yang
tinggi yang dihasilkan oleh isolat Neopestalotiopsis sp. (Rahmadianti, 2020),
sehingga membutuhkan perlakuan khusus untuk memproduksi metabolit
sekunder. Peningkatan pada hasil metabolit sekunder dapat dicapai dengan
melakukan optimasi pada komposisi media kultivasi.

Perbedaan komposisi dalam media kultivasi yang digunakan mempengaruhi
jumlah metabolit yang berbeda. Pencarian kondisi yang paling optimal selama
proses pertumbuhan dan pembentukan metabolit sekunder dari isolat menjadi
dasar pentingnya optimasi media kultivasi (Nofianti et al., 2016). Salah satu
upaya dalam mengubah faktor fisik serta faktor lingkungan ketika proses

kultivasi dalam media cair untuk meningkatkan produksi metabolit sekunder
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yaitu dengan memodifikasi atau mengubah sumber karbon, sumber nitrogen, dan
pH (Septiana et al., 2017).

Sumber karbon merupakan salah satu komponen yang penting sebagai
sumber energi dalam pertumbuhan mikroorganisme (Kusmiati et al., 2011).
Tanpa kehadiran sumber karbon, mikroorganisme tidak dapat tumbuh dan
melakukan aktivitas metabolisme. Hal tersebut dikarenakan oleh sumber karbon
merupakan makronutrien yang sangat dibutuhkan oleh mikroorganisme untuk
bertahan hidup (Wicaksono et al., 2017). Pemilihan jenis karbon harus dilakukan
untuk mengoptimalkan produksi metabolit sekunder dari Neopestalotiopsis sp.
Jenis karbon yang dipakai dalam pemilihan sumber karbon terbaik ialah glukosa,
dekstrosa, dan sukrosa.

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Verma et al. (2017), produksi
total metabolit tertinggi dengan zona hambat sebesar 15 mm dicapai dengan
pemberian glukosa pada Aspergillus sp. Ramos et al. (2011), melaporkan bahwa
produksi maksimum metabolit sebagai aktivitas antimikroba sebesar 110 pug/mL
diamati dengan adanya sukrosa sebagai sumber karbon oleh jamur endofit
Arthrinium sp. Sesuai dengan penelitian Gogoi et al. (2008), penambahan
konsentrasi 0,1% dekstrosa memberikan pengaruh terhadap produksi metabolit
bioaktif optimum sebesar 16 pug/mL oleh cendawan endofit Fusarium sp. DF2
yang diisolasi dari Taxus wallichiana.

Nitrogen merupakan komponen penting dalam sel hidup yang terdapat dalam
asam nukleat, enzim kofaktor, protein, molekul pemberi sinyal, serta produk

metabolit sekunder dan proses metabolisme yang diperlukan yang terlibat dalam
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transfer energi (Puri et al., 2018) dan sangat dibutuhkan dalam sintesis protein
(Kusmiati et al., 2011). Pemilihan sumber nitrogen terbaik seperti yeast extract,
pepton, dan sodium nitrat juga menjadi penting dalam meningkatkan produksi
metabolit sekunder fungi endofit Neopestalotiopsis sp.

Penicillium sp. menghasilkan senyawa antimikroba dengan sebagian besar
sumber nitrogen organik dan anorganik, tetapi natrium nitrat merupakan sumber
nitrogen paling cocok untuk produksi metabolit antimikroba secara optimum
(Jain dan Gupta, 2012). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sunaryanto
et al. (2018), yeast extract merupakan sumber nitrogen terbaik sebagai antifungi
dari Penicillium lagena. Penggunaan pepton sebagai sumber nitrogen dapat
mengoptimalkan produksi metabolit sekunder yaitu resveratrol oleh fungi endofit
Arcopilus aureus sebesar 0,92 pg/mL (Dwibedi et al., 2020).

Kondisi lingkungan pada tempat tumbuh suatu organisme yang sesuai
merupakan salah satu faktor yang menjadi pengaruh ekspresi enzimatik yang
memiliki peran untuk memproduksi metabolit sekunder (Viogenta et al., 2020).
Tingkat pH dalam media pertumbuhan memiliki pengaruh dalam produksi
metabolit sekunder karena konsentrasi ion hidrogen yang memiliki efek langsung
pada sel fungi (Jain dan Pundir, 2011). Anwar dan Igbal (2017) melaporkan
bahwa medium kultivasi dengan pH 5 dapat mengoptimalkan produksi aktivitas
antibakteri oleh Trichoderma harzianum. Produksi metabolit sekunder sebagai
antibakteri yang optimal oleh Nigrospora sp. pada pH 7 (Sandey et al., 2015).

Response Surface Methodology (RSM) merupakan kumpulan teknik statistik

dan matematika untuk meningkatkan dan mengoptimalkan proses yang efektif
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digunakan dalam optimasi media kultivasi yang sumber nutrisinya telah dipilih
(Arora dan Kaur, 2019). RSM berperan penting apabila terdapat banyak faktor
yang mempengaruhi produksi dan hasil. RSM digunakan untuk menentukan
faktor signifkan yang dapat mempengaruhi suatu eksperimen model yang
mengkorelasikan respon terhadap faktor eksperimental (Danmaliki et al., 2016).
RSM didasarkan pada penyesuaian model matematika dengan hasil eksperimen
yang dirancang dan verifikasi model yang diperoleh dengan teknik statistik

(Karimifard dan Moghaddam, 2018).

1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah dalam

penelitian ini adalah sebagai berikut:

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

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

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

4. Apa saja golongan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak metabolit
sekunder hasil optimasi dari fungi endofit Neopestalotiopsis sp.

berdasarkan uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT)?
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1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Menganalisis pengaruh pemberian sumber karbon, nitrogen, dan pH yang
berbeda terhadap jumlah ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
fungi endofit Neopestalotiopsis sp.

2. Menganalisis pengaruh interaksi faktor sumber karbon, nitrogen, dan pH
terhadap jumlah ekstrak metabolit sekunder yang dihasilkan oleh fungi
endofit Neopestalotiopsis sp. berdasarkan Response Surface Methodology
(RSM).

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

4.  Mendeteksi golongan senyawa aktif yang terdapat pada ekstrak metabolit
sekunder hasil optimasi dari fungi endofit Neopestalotiopsis sp.

berdasarkan uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT).

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 fungi endofit Neopestalotiopsis sp. yang memiliki potensi

sebagai antibakteri.
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