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ABSTRACT

Phomopsis spp. is one of the endophytic fungi that was isolated from cinchona plant (Cinchona calisaya).
Endophytic fungi ability to produce bioactive compounds similar to the host, as a solution to get bioactive
compounds without doing a lot of exploitation in the quinine plant. This study aimed to determine the highest
antioxidant activity (ICso) and known compounds acting as antioxidants in endophytic fungi extract Phomopsis
spp. The extraction process was done by the maceration method by organic solvent ethyl acetate. The measured
parameters ICso and analysis of bioactive compound in extracts of endophytic fungi Phomopsis spp. The 1Csg test
used 1.1-diphenyl-2-picrilhidrazil (DPPH) method with UV-Vis spectrophotometry (1 517 nm) and identification
bioactive compound with Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS). Based on the results of the DPPH
test extract of Phomopsis spp. M70 had the highest antioxidant activity with 1Cso 1283.95 ppm. Results of GC-
MS showed hexadecanoic acid, octadecanoic acid 2-(2-hydroxyethyl) ethyl ester, benzene ethanol, 4-hydroxy-,
9-octadecanoic acid, hexadecanoic acid 2-hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethyl ester and octadecanoic acid, 2-
hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethyl ester compounds which served as antioxidants in the extract of Phomopsis spp.
M70. Extract of Phomopsis spp. M70 had the highest ICs value but its antioxidant ability was classified as
inactive.

Keywords: antioxidant, cinchona plants, endophytic fungi, Phomopsis spp.

ABSTRAK

Phomopsis spp. merupakan salah satu jamur endofit yang diisolasi dari tanaman kina (Cinchona calisaya).
Kemampuan kapang endofit menghasilkan senyawa bioaktif yang mirip dengan inang, sebagai solusi
mendapatkan senyawa bioaktif tanpa banyak melakukan eksploitasi pada tanaman kina. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui aktivitas antioksidan (ICsp) tertinggi dan mengetahui senyawa yang berperan sebagai
antioksidan dalam ekstrak jamur endofit Phomopsis spp. Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi
dengan pelarut etil asetat. Parameter yang diukur 1Cso dan analisis senyawa bioaktif dalam ekstrak jamur endofit
Phomopsis spp. Uji 1Cso menggunakan metode 1.1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) dengan spektrofotometer UV-
Vis (A 517 nm) dan identifikasi senyawa bioaktif dengan Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS).
Berdasarkan hasil uji DPPH ekstrak Phomopsis sp. M70 memiliki aktivitas antioksidan tertinggi dengan 1Csg
1283,95 ppm. Hasil GC-MS menunjukkan asam heksadekanoat, asam oktadekanoat 2- (2-hidroksietoksi) etil
ester, benzenaetanol, 4-hidroksi-, asam 9-oktadekanoat, asam heksadekanoat 2-hidroksi-1- (hidroksi metil) etil
ester dan asam oktadekanoat, 2 Senyawa -hidroksi-1- (hidroksimetil) etil ester yang berperan sebagai antioksidan
pada ekstrak Phomopsis spp. M70. Ekstrak Phomopsis spp. M70 memiliki ICso tertinggi namun kemampuan
antioksidannya tergolong tidak aktif

Kata kunci: antioksidan, kapang endofit, Phomopsis spp., tanaman kina
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Pendahuluan

Tanaman kina (Cinchona calisaya)
merupakan tanaman yang telah dikenal
sebagai tanaman obat. Senyawa alkaloid
yang terkandung di dalamnya telah
dilaporkan memiliki aktivitas antimalaria
sehingga dijadikan bahan baku obat.!
Selain aktivitas antimalaria, tanaman kina
juga dilaporkan  memiliki  aktivitas
antioksidan pada penelitian sebelumnya.?
Pemanfaatan kandungan senyawa bioaktif
pada tanaman  kina  menyebabkan
dibutuhkannya populasi tanaman dalam
jumlah yang besar. Akibat pemanfaatan
tersebut dalam skala industri yang besar
dapat menurunkan populasi tanaman kina.
Salah satu solusi untuk produksi bioaktif
dari tanaman kina tanpa mengakibatkan
penurunan populasinya adalah dengan
pemanfaatan kapang endofit.

Kapang endofit adalah kapang yang
hidup di dalam jaringan tanaman baik pada
bagian akar, daun, batang, buah ataupun
ranting dengan membentuk koloni tanpa
membahayakan inangnya dan tersebar
hampir di seluruh tanaman vaskuler.*
Kapang endofit mampu menghasilkan
senyawa bioaktif yang memiliki karakter
mirip atau sama dengan inangnya seperti
alkaloid, terpenoid, fenol, flavonoid,
quinon, steroid dan lain sebagainya.® Hal
tersebut disebabkan adanya alterasi gen
antara tumbuhan inang dan kapang
endofit.

Phomopsis merupakan genus kapang
endofit yang telah banyak diisolasi dari
berbagai tanaman vaskuler.”° Pada
tanaman kina terdapat 638 galur kapang
endofit yang berhasil diisolasi dari
berbagai organ tanaman kina.!! Beberapa
di antaranya telah diketahui dari genus
Aspergillus, Fusarium, Colletotrichum dan
Phomopsis.  Genus  Aspergillus  dan
Fusarium dilaporkan memiliki
kemampuan menghasilkan  kuinidina.®
Genus Colletotrichum hasil isolasi dari
tanaman kina telah dilaporkan memiliki
kemampuan  produksi  kuinina  dan
memiliki aktivitas antibakteri.’>'® Kapang
Phomopsis spp. dilaporkan  memiliki
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kemampuan menghasilkan ~ senyawa
alkaloid,** antibakteri dengan zona hambat
6—28 mm dan kuinina yang berkisar
1,66—45,90 ppm.™®

Penelitian mengenai aktivitas
antioksidan kapang Phomopsis spp. dari
tanaman kina belum banyak dilaporkan.
Kurangnya informasi mengenai aktivitas
antioksidan  pada  kapang  endofit
Phomopsis spp. tanaman kina disebabkan
sebagian besar penelitian senyawa bioaktif
kapang tersebut difokuskan pada senyawa
alkaloid. Melihat potensi kapang endofit
Phomopsis spp. sebagai penghasil bioaktif,
maka perlu dilakukan penelitian mengenai
ekstrak mana yang memiliki antioksidan
(1Cx0) tertinggi dan senyawa yang berperan
sebagai antioksidan pada ekstrak kapang
endofit Phomopsis spp. dari tanaman Kina.

Metode

Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi, Pusat
Laboratorium Terpadu (PLT), Universitas
Islam Negeri (UIN) Syarif Hidayatullah.
Bahan vyang digunakan adalah isolat
kapang Phomopsis spp. yang diisolasi dari
Pusat Perkebunan Teh dan Kina,
Gambung, Ciwidey, Bandung, Jawa Barat.
Isolat telah diidentifikasi secara morfologi
dan molekular ITS rDNA pada penelitian
sebelumnya.*®

Sebanyak 11 isolat murni kapang
endofit Phomopsis spp. dengan kode isolat
M13, M15, M22, M24, M36, M39, M65,
M70, M78, M89 dan M95 ditumbuhkan
kembali pada media Potato Dextrose Agar
(PDA) (®Merck) baru dan diinkubasi
selama 7 hari pada suhu ruang. Isolat
tersebut digunakan sebagai kultur stok
untuk tahapan selanjutnya. Isolat kapang
endofit dari medium PDA, kemudian
melalui tahapan fermentasi cair
menggunakan medium Potato Dextrose
Broth (PDB) (Merck) sebanyak 200 mL.
Selanjutnya, medium tersebut disterilisasi
pada suhu 121°C selama 15 menit.

Miselium isolat kapang endofit
diinokulasikan ke dalam PDB sebanyak 3
cuplikan dan diinkubasi pada suhu ruang
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dengan metode statis selama 21 hari.t’
Hasil fermentasi kemudian diekstraksi
dengan metode maserasi dan menggunakan
pelarut etil asetat (®Mallinckrodt) hingga
terbentuk 2 lapisan. Lapisan atas
dipisahkan dan dipekatkan dengan rotary
evaporator (®REYELA SB1000) 4000 rpm
dengan 45°C hingga didapatkan ekstrak
pekat.

Pengujian  antioksidan  digunakan
larutan 1.1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
(®Merck) 0,002%. Selanjutnya ekstrak
dibuat menjadi larutan stok 10.000 ppm.
Larutan stok tersebut diencerkan dengan
variasi konsentrasi dari 125 ppm, 250 ppm,
500 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm dan 4000
ppm. Absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-Vis (®Perkin Elmer)
pada A 517 nm. Aktivitas aktioksidan
diukur dari penurunan absorbansi larutan
DPPH akibat penambahan ekstrak hasil
fermentasi. Aktivitas antioksidan yang
dipaparkan dalam bentuk kurva. Presentasi
inhibisi ekstrak kapang terhadap larutan
DPPH dihitung dengan rumus:

Absorbansi Kontrol — Absorbansi Sampel
Absorbansi Kontrol

X100%

Nilai ICso yang diperoleh
diinterpretasikan dengan aktivitas
antioksidan berdasarkan penelitan oleh
Wulansari dkk,'® yaitu <50 ppm, sangat
kuat; 50-100 ppm, kuat; 100-250 ppm,
sedang; 250-500 ppm, lemah; dan >500
ppm, tidak aktif. Ekstrak kapang endofit
yang memiliki  aktivitas antioksidan
tertinggi  (ICso terendah) dipilih untuk
dilakukan analisis kandungan senyawa
dengan GC-MS (®Shimadzu QP2010).
Sampel sebanyak 1 pL diinjeksikan ke
dalam GC-MS vyang  dioperasikan
menggunakan kolom DB SMS Agilent 30
m, diameter 0,25 mm, dan ketebalan 0,25
pum.  Temperatur kolom awal 50°C,
temperatur akhir 250°C dengan kenaikan
temperatur 5°C/menit hingga 250°C, gas
pembawa helium bertekanan 53,6 kPa,
total laju 14 mL/menit dan split rasio
sebesar 10. Senyawa kimia yang diperoleh
akan diidentifikasi dengan perangkat lunak

Wiley7 dan NIST147 library dengan
kesamaan bobot molekul >85%.

Hasil
Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan yang dinyatakan
dalam nilai ICso pada setiap ekstrak kapang
endofit Phomopsis spp. memiliki nilai
yang bervariasi yaitu, 1283,95-5073,75
ppm (Gambar 1). Ekstrak Phomopsis M70
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
dengan nilai 1Cso 1283,95 ppm dan ekstrak
Phomopsis M13  memiliki  aktivitas
antioksidan terendah dengan nilai 1Csg
5073,75 ppm. Nilai 1Cso ekstrak M70
dalam penelitian ini memiliki aktivitas
antioksidan yang tidak aktif berdasarkan
penelitian oleh Wulansari dkk*® yaitu >500

ppm.

Analisis GC-MS

Hasil GC-MS melaporkan terdapat 6
dari 10 senyawa yang diduga memiliki
aktivitas antioksidan yaitu, benzeneethanol
4-hydroxy,  hexadecanoic  acid, 9-
octadecanoic acid, octadecanoic acid 2-(2-
hydroxyethoxy) ethyl ester, hexadecanoic
acid 2-hydroxy-1-(hydroxy methyl) ethyl
ester, dan octadecanoic acid 2-hydroxy-1-
(hydroxymethyl) ethyl ester di dalam
ekstrak kapang endofit Phomopsis M70
(Tabel 1).

Pembahasan

Aktivitas Antioksidan

Aktivitas antioksidan ekstrak M70
pada penelitian ini tergolong tidak aktif.
Hal tersebut diduga ekstrak yang
digunakan masih ekstrak kasar yang belum
dimurnikan.  Antioksidan  merupakan
senyawa Yyang berperan menghambat
proses  oksidasi  sehingga  mampu
mengubah senyawa radikal yang bersifat
reaktif menjadi non-reaktif.’® Ekstrak M70
memiliki aktivitas antioksidan tertinggi
dalam penelitian ini diduga karena
perbedaan kemampuan masing-masing
pada isolat. Terdapat sejumlah isolat yang
berpotensi memproduksi hanya satu jenis
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Gambar 1. Nilai 1Cs ekstrak kapang endofit Phomoposis spp.

dan sebagian lagi memproduksi lebih dari
satu jenis senyawa bioaktif.?°

Perbedaan jenis senyawa yang
dihasilkan oleh setiap isolat akan
mempengaruhi tinggi rendahnya aktivitas
antioksidan pada ekstrak. Lebih lanjut,
Radiastuti  dkk!® melaporkan ekstrak
Phomopsis M13, M39, dan M70
merupakan penghasil senyawa kuinina
tertinggi  pada penelitian sebelumnya.
Pada penelitian ini, ekstrak Phomopsis
M70 merupakan yang memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi, yaitu 1283,95 ppm
sedangkan M13 dan M39 yaitu 5073,75
dan 2534,57 ppm. Isolat kapang M70
diduga berpotensi memproduksi lebih dari
satu senyawa bioaktif. Isolat tersebut
berbeda dengan Phomopsis M13 dan M39
yang mampu menghasilkan senyawa
kuinina tinggi tetapi rendah dalam
senyawa antioksidan. Aktivitas antioksidan
ekstrak kapang endofit Phomopsis M70
lebih  tinggi  (ICso  1283,95 ppm)
dibandingkan dengan penelitian-penelitian
serupa, yang menggunakan kapang endofit
Phomopsis spp. dengan ICsp 2030+0,81
ppm,?t 2682+5.17 ppm?? dan 2031 ppm?
dan lebih rendah dibandingkan penelitian
Jayanthi et al.,** Nath et al,® dan
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Kandasamy et al.,?® yaitu masing-masing
sebesar 31,25 ppm, 100 ppm dan 600 ppm.
Hal tersebut diduga karena adanya
perbedaan penggunaan pelarut dan waktu
fermentasi. Senyawa bioaktif tertentu
seperti antioksidan hanya ditemukan pada
organisme atau strain yang spesifik dan
hanya diproduksi pada kondisi tertentu
seperti nilai pH medium dan ketersediaan
cahaya yang optimum.®

Analisis GC-MS

Senyawa benzeneethanol 4-
hydroxy- merupakan senyawa Yyang
diketahui memiliki aktivitas antioksidan
karena tergolong kelompok fenolik.
Ashwathanarayana & Naika?’ melaporkan
bahwa ekstrak kulit batang dari tanaman
obat Olea dioica memiliki aktivitas
antioksidan yang kuat karena mengandung
senyawa fenol yang tinggi. Kandungan
fenol yang tinggi dilaporkan memiliki
keterkaitan dengan tingginya aktivitas
antioksidan pada ekstrak kapang endofit
Phomopsis sp. dan Xylaria sp. Huang et
al.® melaporkan bahwa senyawa fenol
berperan dalam kemampuan meredam
radikal bebas dari kapang endofit tanaman
Nerium oleander.
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Tabel 1. Hasil identifikasi pada ekstrak kapang endofit Phomopsis M70

No. Waktu Retensi % Nama Senyawa Kemiripan
Puncak (menit) Area (%)*
1 10,160 2,19  Succinic acid, monomethyl ester 85
2 18,970 3,82  Benzeneethanol, 4-hydroxy** 90
3 30,811 13,47 Hexadecanoic acid** 92
4 34,036 2,29  9-Octadecanoic acid** 87
5 34,518 4,56  Octadecanoic acid, 2-(2-hydroxyethoxy) 91
ethyl ester**
6 35,230 0,44 Hexadecane, 2,6,10,14-tetramethyl- 86
7 38,335 2,07  Hexadecanoic acid, 2-hydroxy-1-(hydroxy 93
methyl) ethyl ester**
8 38,600 1,05 Tricosane 89
9 40,525 1,44 n-Pentacosane 92
10 41,710 1,38  Octadecanoic acid, 2-hydroxy-1- 91

(hydroxymethyl) ethyl ester**

* kemiripan bobot molekul berdasarkan Wiley7 & NIST147 library

**memiliki aktivitas antioksidan

Senyawa fenolik memiliki mekanisme
sebagai  proper antioxidant, vyaitu
antioksidan yang menginaktivasi radikal
bebas. Senyawa fenolik memiliki struktur
khas yaitu terdapat satu atau lebih gugus
hidroksil yang terikat pada cincin aromatik
benzen.?®% Senyawa metabolit sekunder
yang mengandung fenol seperti asam
fenolik, flavonoid, kuinina, dan kumarin

telah  terbukti memiliki aktivitas
antioksidan.®!
Hexadecanoic acid merupakan

senyawa yang memiliki persen area
terbesar dalam ekstrak vyaitu, 13,47%.
Senyawa tersebut memiliki aktivitas
antoksidan karena mampu menjaga sel
paru-paru tikus percobaan dari kerusakan
akibat fibrosis dan senyawa oksigen reaktif
lainnya.®?  Aktivitas antikanker pada
ekstrak tumbuhan Ficus benghalanensis
juga dilaporkan karena adanya senyawa
tersebut.®® Senyawa ester dari asam lemak
juga  diketahui  memiliki  aktivitas
antioksidan.  Hexadecanoic acid, 9-
octadecanoic acid, dan octadecanoic acid
2-(2-hydroxyethoxy) ethyl ester dari
ekstrak metanol daun Cassia italica
memiliki  aktivitas  antioksidan. 3%
Kandungan asam lemak tak jenuh seperti
9-octadecanoic acid dan hexadecanoic

acid ekstrak biji Anona muricata yang
berperan sebagai antioksidan.®’

Kesimpulan

Ekstrak isolat kapang endofit
Phomopsis M70 memiliki  aktivitas
antioksidan tertinggi yaitu 1283,95 ppm
yang tergolong tidak aktif. Senyawa yang
berperan  sebagai antioksidan dalam
ekstrak kapang endofit Phomopsis M70
adalah hexadecanoic acid, octadecanoic
acid 2-(2-hydroxyethoxy) ethyl ester,
benzeneethanol, 4-hydroxy-, 9-
octadecanoic acid, hexadecanoic acid 2-
hydroxy-1-(hydroxy methyl) ethyl ester dan
octadecanoic acid, 2-hydroxy-1-
(hydroxymethyl) ethyl ester.

Saran

Dilakukan pengujian total fenol pada
ekstrak  yang memiliki aktivitas
antioksidan tertinggi.
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