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ISOLATION, CHARACTERIZATION, AND IDENTIFICATION Olf‘
ENDOPHYTIC MOLDS FROM BROTOWALI (Zinospora crispa (L.) Miers)
AS SECONDARY METABOLYTES AGENTS

By:
DIARNA OKTABELINA
09053140039

ﬁ

The research about “Isolation, Characterization, and Identification of Endophytic
Molds from Brotowali (ZTinospora crispa (L.) Miers) as Secondary Metabolytes Agents”
has been carried on May 2009 until January 2010 at Laboratory of Microbiology,
Department of Biology, and Laboratory of Chemistry, Department of Chemistry, Faculty of
Mathematics and Natural Science, University of Sriwijaya. The aims of this research were
to get the endophytic molds as secondary metabolytes agents from Brotowali and to
identify the isolates based on their character. Samples were taken from Brotowali (stem and
leaves) and secondary metabolytes screening test was done by KLT. The result of this
research were five molds can produce secondary metabolytes. They are the BB, isolated
was identified as Aspergillus fumigatus that produced two fenolat, the BB; isolated was
identified as Aspergilus flavus and the BBs isolated was identified as Cladosporium sp that
produced the same chem is aromatic, the BB, isolated was identified as Penicillium
citrinum that produced one aromatic and one steroid, and the BD, isolated was identified as
Aspergillus niger that produced one terpenoid.

Key words : Brotowali, endophytic molds, secondary metabolytes.
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Penelitian mengenai “Isolasi, Karakterisasi, dan Identifikasi Kapang Endofitik
Penghasil Metabolit Sekunder dari Brotowali (Tinospora crispa (L.) Miers)” ini telah
dilaksanakan pada bulan Mei 2009 sampai dengan Januari 2010 di Laboratorium
Mikrobiologi dan Laboratorium Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Sriwijaya. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh kapang endofitik
penghasil metabolit sekunder dari Brotowali dan mengidentifikasinya berdasarkan
karakter yang dimiliki. Sampel diambil dari Brotowali (batang dan daun) dan pencarian
senyawa metabolit sekunder dilakukan dengan metode KLT. Hasil dari penelitian ini yaitu
diperoleh lima isolat kapang yang berpotensi sebagai penghasil senyawa metabolit
sekunder dari Brotowali. Kelima isolat tersebut adalah isolat BB, teridentifikasi sebagai
Aspergillus fumigatus menghasilkan 2 senyawa fenolat, isolat BB; teridentifikasi sebagai
Aspergilus flavus dan isolat BBs sebagai Cladosporium sp menghasilkan senyawa
metabolit sekunder yang sama yaitu senyawa aromatik, isolat BB, teridentifikasi sebagai
Penicillium citrinum menghasilkan 1 senyawa aromatik dan 1 senyawa steroid, dan isolat
BD; teridentifikasi sebagai Aspergillus niger menghasilkan 1 senyawa terpenoid.

Kata kunci: Brotowali, kapang endofitik, metabolit sekunder.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Mikroba endofitik adalah mikroba yang hidup dalam jaringan tanaman tanpa
membahayakan inangnya. Menurut Petrini ef al., (1992) dalam Purwanto (2009 : 1)
bahwa mikroba endofitik dan tanaman inangnya memiliki hubungan simbiosis
mutualisme. Mikroba endofitik dapat memperoleh nutrisi untuk melengkapi siklus
hidupnya dari tanaman inang, sebaliknya tanaman inang memperoleh proteksi terhadap
patogen tanaman dari senyawa yang dihasilkan mikroba endofitik. Setiap tanaman
tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba endofitik yang terdiri dari bakteri
dan jamur yang mampu menghasilkan metabolit sekunder yang diduga sebagai akibat
transfer genetik dari tanaman inang terhadap mikroba endofitik. Metabolit sekunder
merupakan senyawa yang disintesis oleh suatu mikroba, tidak untuk memenuhi
kebutuhan primernya (tumbuh dan berkembang) melainkan untuk mempertahankan
eksistensinya dalam berinteraksi dengan lingkungannya.

Kemampuan mikroba endofitik memproduksi senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan tanaman inangnya merupakan peluang yang besar untuk dikembangkan.
Kapang endofitik yang diisolasi dari suatu tanaman obat dapat menghasilkan
metabolit sekunder sama dengan tanaman aslinya atau bahkan dalam jumlah yang
lebih tinggi. Hal ini menyebabkan tidak perlu dilakukannya eksplorasi terhadap
tanaman untuk diambil sebagai simplisia sehingga dapat tetap menjaga kelestarian

tanaman obat, terutama yang termasuk jenis tanaman langka agar tidak dieksploitasi



secara terus menerus yang akhimya akan mengakibatkan kepunahan. Ditinjau dari
segi efisiensi, hal ini sangat menguntungkan karena siklus hidup kapang endofitik
lebih singkat dibandingkan siklus hidup tanaman inangnya, sehingga dapat
menghemat waktu yang dibutuhkan untuk mendapatkan senyawa tersebut
(Prasetyoputri & Atmosukarto 2006 : 13).

Berbagai jenis kapang endofitik telah berhasil diisolasi dan dibiakkan dari
tanaman inangnya dalam media perbenihan yang sesuai. Demikian pula metabolit
sekunder yang diproduksi oleh kapang endofitik tersebut telah berhasil diisolasi dan
dimurnikan serta dielusi struktur molekulnya. Kapang endofitik yang menghasilkan
antibiotika Cryptocandin adalah antifungi yang dihasilkan oleh mikroba endofitik
Cryptosporiopsis quercina diisolasi dari tanaman obat Tripterigeum wilfordii,
berkhasiat sebagai antijamur yang patogen terhadap manusia yaitu Candida albicans
dan Trichopyton spp. Colletotrichum sp merupakan kapang endofitik yang diisolasi
dari tanaman Artemisia annua mampu menghasilkan metabolit artemisinin yang
berpotensi sebagai zat antimalaria. Isolat kapang endofit Xylaria spp. juga memiliki
potensi besar dalam penelitian-penelitian industri farmasi dan pertanian. Strain Xylaria
yang diisolasi dari tanaman epifit diinformasikan dapat menghasilkan suatu senyawa
antibiotika baru dari kelompok sitokalasin (Radji 2005 : 118).

Tanaman merupakan sumber daya alam yang penting dalam bidang pengobatan.
Menurut Zubaidi (1990) dalam Attamimi (2001 : 12) bahwa sebagian besar pengobatan
tradisional berasal dari tanaman begitu juga dengan obat-obatan modern yang beredar
pada umumnya berasal dari bahan bioaktif yang diisolasi dan dikembangkan dari

tanaman. Selain itu, tanaman obat di Indonesia jumlah dan Jjenis-jenisnya cukup



1.2

melimpah, tetapi baru sebagian kecil yang telah diteliti, namun sudah banyak yang
digunakan dalam pengobatan tradisional.

Salah satu tanaman yang merupakan sumber senyawa bioaktif untuk pengobatan
adalah Brotowali. Brotowali (Zinospora crispa (L.) Miers) telah lama digunakan untuk
pengobatan dan diinformasikan bahwa ekstrak kasar tanaman ini berkhasiat sebagai
antimalaria, antimikroba, antidiabetes, antiinflamasi dan antikanker. Brotowali
mengandung senyawa pahit yaitu pikroretin, tinokrisposid, dan alkaloid. Pikroretin
mampu menekan tumbuhnya bakteri penyebab infeksi, terutama pada luka luar, luka
gores, atau luka memar. Tinokrisposid, suatu senyawa yang berpotensi dikembangkan
untuk obat antimalaria dan berpotensi sebagai bahan alami untuk obat analgetik,
antiinflamasi, dan antidiabetes. Beberapa alkaloid seperti aporfin, berberin dan
palmatin berfungsi meredakan rasa sakit (Zambrut 2001: 27). Dari uraian diatas, maka
perlu dilakukan penelitian mengenai isolasi, karakterisasi dan identifikasi kapang

endofitik penghasil metabolit sekunder dari Brotowali (Tinospora crispa (L.) Miers).

Rumusan Masalah

Brotowali (Tinospora crispa (L.) Miers) merupakan sumber bahan pengobatan
tradisional dan mengandung berbagai metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
biologis. Produksi metabolit sekunder dari tanaman dibutuhkan tanaman dalam jumlah
yang banyak. Kapang endofitik sebagai mikroba yang hidup didalam jaringan tanaman
dapat menghasilkan metabolit sekunder seperti tanaman inangnya dengan skala yang
lebih besar karena memiliki siklus hidup lebih singkat dibandingkan tanaman

inangnya. Pengkajian kapang endofitik dari Brotowali sebagai penghasil metabolit



sekunder belum banyak dilakukan. Oleh karena itu, rumusan masalah dalam penelitian
ini adalah apakah jenis-jenis kapang endofitik penghasil metabolit sekunder dari

Brotowali berdasarkan karakteristik yang dimilikinya.

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui jenis-jenis kapang endofitik
penghasil metabolit sekunder dari Brotowali berdasarkan karakteristik yang
dimilikinya.

1.4. Manfaat penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai
jenis-jenis kapang endofitik penghasil metabolit sekunder dari Brotowali
(Tinospora crispa (L.) Miers), sehingga kapang endofitik tersebut dapat dijadikan

sebagai bahan pertimbangan dalam perkembangan penelitian sumber bahan bioaktif

metabolit sekunder.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Umum Brotowali (Zinospora crispa (L.) Miers)

Klasifikasi tanaman Brotowali adalah sebagai berikut:
Domain : Eukarya
Regnum : Plantae
Divisio : Spermatophyta
Classis : Dicotyledonae
Ordo : Ranunculales
Familia : Menispermaceae
Genus  : Tinospora
Species : Tinospora crispa (L.) Miers

Brotowali merupakan tanaman perdu memanjat atau merambat, tumbuh dengan
baik di hutan terbuka atau semak belukar di daerah tropis. Bagian-bagian tanaman
Brotowali terdiri dari batang, daun, dan sulur. Brotowali memiliki batang yang

* berbintil-bintil rapat dan tidak beraturan, lunak, berair, serta berasa pahit. Ukuran
batang sebesar jari kelingking. Panjang batang dapat mencapai 2,5 m atau lebih. Daun

termasuk jenis daun tunggal. Bentuk daun seperti jantung atau bertangkai menjantung,



agak membundar, berujung lancip, tepi daun rata, tulang daun menjari, dan berwarna
hijau. Panjang daun 7-12 cm dan lebar 5-10cm. Panjang tangkai daun 3-11 ¢cm dengan
pangkal tangkai daun bengkok dan membesar. Brotowali diperbanyak dengan cara stek
(Kartasapoetra 2004 : 77).

Brotowali telah lama digunakan masyarakat Indonesia dalam pengobatan
sebagai obat tradisional. Herbal dari famili Menispermaceae ini telah lama
dimanfaatkan sebagai obat alami. Di beberapa daerah, Brotowali dikenal dengan nama
andawali (Sunda), daun gadel, putrawali (Jawa), dan antawali (Bali). Selain daun,
bagian batang tanaman merambat ini juga dikenal sebagai sumber senyawa kimia yang
berkhasiat obat. Brotowali sering dimanfaatkan untuk meredam gangguan pegal linu
dan rematik, luka tergores, perangsang nafsu makan anak-anak, sakit kuning dan
cacingan. Air rebusan daunnya digunakan untuk mencuci luka atau penyakit kulit
seperti kudis dan gatal-gatal, sebagai cairan antiseptik. Campuran air rebusan daun dan
batang brotowali dipercaya mampu mengontrol laju gula darah pada penderita penyakit
kencing manis (Halimi 1998 : 63).

Banyaknya manfaat Brotowali sangat berkaitan dengan beragam jenis senyawa
yang dikandungnya sehingga brotowali mempunyai beberapa khasiat penting.
Brotowali kaya kandungan kimia antara lain zat pahit pikroretin, harsa, berberin,
palmatin, kolumbin, dan kokulin. Kandungan alkaloid berberin berguna untuk
membunuh bakteri pada luka. Brotowali juga bermanfaat untuk menambah nafsu
makan dan menurunkan kadar gula. Zat pahit pikroretin dapat merangsang kerja urat

saraf dan menurunkan panas melalui peningkatan pertukaran zat sehingga alat
pernapasan dapat bekerja dengan baik (Anonim 2007 : 1).



2.2. Kapang Endofitik

Fungi adalah mikroorganisme tidak berklorofil, berbentuk hifa atau sel tunggal,
eukariotik, berdinding sel dari kitin atau selulosa, bereproduksi seksual dan aseksual.
Sebagian besar tubuh fungi terdiri atas benang-benang yang disebut hifa, yang saling
berhubungan menjalin semacam jala, yaitu miselium. Miselium dapat dibedakan atas
miselium vegatatif yang berfungsi menyerap nutrien dari lingkungan, dan miselium
fertil yang berfungsi dalam reproduksi (Gandjar et al., 1999 : 2).

Kapang endofitik merupakan mikroba yang terdapat di dalam sistem jaringan
tumbuhan, seperti daun, bunga, ranting ataupun akar tumbuhan. Kapang endofitik
dapat membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa membahayakan inangnya
dan mampu memproduksi senyawa metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan
dalam jumlah yang lebih tinggi, antara lain untuk pengobatan. Sifat jamur endofit yang
tidak berdampak negatif pada jaringan tumbuhan menunjukkan kemungkinan adanya
hubungan simbiosis mutualisme antara mikroba endofit dan inangnya
(Syarmalina & Hanafi 2007 : 1).

Proses terinfeksinya suatu tanaman oleh mikroorganisme endofit dapat dilihat
dengan mekanisme masuknya mikroorganisme tersebut ke dalam biji. Menurut
Labeda (1990) dalam Purwanto (2009 : 1) bahwa siklus hidup mikroorganisme endofit
dianggap mengikuti siklus hidup pembentukan biji baik secara langsung maupun tidak
langsung. Siklus hidup dari jamur endofit dengan pembentukkan biji secara langsung
yaitu pada siklus ini, jamur endofit dimasukkan atau diinokulasikan secara langsung ke
dalam biji tanaman inang. Miselium aktif menginfeksi atau masuk ke dalam

pembibitan rumput, lalu masuk ke dalam jaringan tangkai daun dan daun. Setelah itu,



miselium endofit masuk ke dalam tangkai bunga kemudian menuju ke dalam ovule,
dan setelah pembentukkan biji selesai, miselium tersebut telah terdapat di dalam biji.
Sedangkan siklus hidup jamur dengan pembentukkan biji secara tidak langsung
terjadi dengan proses siklus yang berawal pada masuknya miselium aktif ke dalam
pembibitan rumput, lalu masuk ke dalam jaringan tangkai daun dan daun. Kemudian
terjadi pembentukkan spora pada tanaman inang, dan spora tersebut berkecambah pada
bagian floret dari tanaman inang. Spora tersebut merupakan benih jamur yang
selanjutnya masuk dan menginfeksi stigma, stylus, lalu menuju ovule. Kemudian
setelah pembentukkan biji selesai, jamur endofit telah terdapat dan menginfeksi di
dalam biji.

Ditinjau dari sisi taksonomi dan ekologi, kapang endofitik merupakan
organisme yang sangat heterogen. Menurut Petrini et al., (1992) dan Strobell et al.,
(1996) dalam Bacon (2000 : 6), menggolongkan kapang endofit dalam kelompok
Ascomycotina dan Deuteromycotina. Keragaman pada jasad ini cukup besar yaitu
Loculoascomycetes, Discomycetes, dan Pyrenomycetes. Kapang endofit juga meliputi
genus Pestalotia, Pestalotiopsis, Monochaetia. Selain itu, kapang endofit dimasukkan
kedalam famili Balansiae yang terdiri dari 5 genus yaitu Atkinsonella, Balansiae,
Balansiopsis, Epichloe dan Myriogenospora. Genus Balansiae umumnya dapat
menginfeksi tumbuhan tahunan dan hidup secara simbiosis mutualisme dengan
tumbuhan inangnya. Dalam simbiosis ini, kapang dapat membantu proses penyerapan
unsur hara yang dibutuhkan oleh tumbuhan untuk proses fotosintesis serta melindungi
tumbuhan inang dari serangan penyakit, dan hasil dari fotosintesis dapat digunakan

oleh kapang untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya.



Pemanfaatan kapang endofitik sebagai sumber molekul acuan baru perlu
didasari pada pemilihan jenis tumbuhan inang yang tepat. Pilihan tersebut akan
mempengaruhi keunikan dan aktivitas biologis produk yang dihasilkan dari mikroba
endofitik. mikroba endofitik menghasilkan beberapa senyawa fitokimia tertentu yang
tadinya dihasilkan oleh tumbuhan inangnya mungkin terkait dengan adanya
rekombinasi genetik oleh mikroba endofit dengan inangnya sepanjang waktu
evolusinya mikroba endofitik dengan inangnya. Sepanjang waktu evolusinya, untuk
mengambil senyawa bioaktif secara. langsung dari tanaman dibutuhkan sangat
banyak biomassa atau bagian dari tanamannya. Untuk mengefisienkan cara
memperoleh senyawa bioaktif tersebut, maka digunakan mikroba endofitik spesifik
yang diperoleh dari bagian dalam tanaman yang diharapkan mampu menghasilkan
sejumlah senyawa bioaktif yang dibutuhkan tanpa harus mengekstrak dari tanamannya
(Simarmata et al., 2007 : 85).

Menurut Ines (2004 : 3) bahwa dalam satu jenis tumbuhan bisa terdapat satu
sampai 10 jenis mikroba endofitik dapat bakteri atau kapang atau kedua-duanya.
Namun, antara bakteri dan kapang, kapang lebih banyak ditemukan yakni dua
pertiganya. Menurut Dreyfuss & Chapela (1992) dalam Prasetyoputri & Atmosukarto
(2006 : 13) menyatakan bahwa jumlah kapang yang hidup sebagai mikroba endofitik
berjumlah setidaknya satu juta jenis. Mikroba endofitik merupakan sumber
keanekaragaman genetik yang kaya dan dapat diandalkan dengan sumber berbagai
spesies baru yang belum dideskripsikan. Hal ini menunjukkan bahwa jenis mikroba

baru sangat erat kaitannya dengan produk alam baru.
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2.3. Metabolit sekunder

Metabolit sekunder merupakan suatu molekul atau produk metabolisme yang
dihasilkan oleh proses metabolisme sekunder mikroorganisme dimana produk
metabolik tersebut bukan merupakan kebutuhan pokok mikroorganisme untuk hidup
dan tumbuh. Meskipun tidak dibutuhkan untuk pertumbuhan, namun metabolit
sekunder dapat juga berfungsi sebagai nutrisi darurat untuk bertahan hidup atau
sebagai bentuk adaptasi organisme terhadap lingkungannya (Pratiwi 2008 : 130).

Menurut Manitto (1992 : 3) bahwa metabolit sekunder berperan pada
kelangsungan hidup suatu spesies dalam kemampuan menghadapi spesies-spesies lain.
Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh mikroorganisme endofitik merupakan
senyawa yang mampu melindungi tanaman dari serangan hama insekta, mikroba
patogen, atau hewan pemangsanya, sehingga dapat dimanfaatkan sebagai agen
biokontrol karena metabolit sekunder dihasilkan tidak untuk memenuhi kebutuhan
primernya (tumbuh dan berkembang) melainkan untuk mempertahankan eksistensinya
dalam berinteraksi dengan lingkungannya. Pembentukan metabolit sekunder adalah
sebagai produk detoksikasi dari timbunan metabolit yang beracun, yang tak dapat
dibuang oleh organisme dengan cara lain.

Senyawa metabolit sekunder telah banyak digunakan sebagai zat warna, racun,
aroma makanan, obat-obatan. Banyak jenis tumbuh-tumbuhan yang digunakan sebagai
obat-obatan dan kemudian dikenal sebagai obat-obatan tradisional. Sedangkan untuk
mendapatkan senyawa aktif metabolit sekunder dalam jumlah yang relatif besar

diperlukan tanaman yang cukup berlimpah sehingga menyebabkan kesulitan dalam
penyediaan tanaman (Lenny 2006 : 6).
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Salah satu substansi kimia alamiah hasil metabolisme sekunder
mikroorganisme adalah senyawa antibiotik yang mempunyai kemampuan baik
menghambat pertumbuhan maupun membunuh mikroorganisme lain. Definisi tersebut
sangat terbatas, karena sekarang banyak molekul yang diperoleh melalui sintesis kimia,
mempunyai aktivitas terhadap mikroorganisme. Istilah antibiotika berarti semua
substansi baik yang berasal dari alam maupun sintetik yang mempunyai toksisitas
selektif terhadap satu atau beberapa mikroorganisme tujuan, tetapi mempunyai
toksisitas cukup lemah terhadap inang. Mikroba endofitik yang dapat menghasilkan
antibiotika adalah Cryptosporiopsis quercina. Kapang endofit ini menghasilkan
antijamur Cryptocandin yang berhasil diisolasi dari tanaman obat Tripterigeum
wilfordii, dan berkhasiat sebagai antijamur yang patogen terhadap manusia yaitu
Candida albicans dan Trichopyton spp (Worang 2003 : 1).

Kapang endofitik yang diisolasi dari Artemisia annua, mampu menghasilkan
metabolisme sekunder artemisinin yang sangat potensial sebagai anti malaria adalah
Colletotrichum sp. Disamping itu beberapa mikroba endofitik yang diisolasi dari
Cinchona spp, juga mampu menghasilkan alkaloid cinchona yang dapat dikembangkan
sebagai sumber bahan baku obat anti malaria (Simanjuntak et al., 2002 : 28)

Imunospresif merupakan obat yang digunakan untuk pasien yang akan
dilakukan tindakan transplantasi organ. Selain itu, imunosupresif juga dapat digunakan
untuk mengatasi penyakit autoimum seperti rematoid artritis dan diabetes, Senyawa
subglutinol A dan B yang dihasilkan oleh kapang endofitik Fusarium subglutinans
yang diisolasi dari tanaman Taxus wilfordii, merupakan senyawa imunosupresif yang

sangat potensial (Lee et al., 1995 : 7076).
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