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ISOLASI, IDENTIFIKASI DAN UJI FITOKIMIA FLAVONOID FUNGI
ENDOFIT DARI KULIT BUAH NAGA MERAH (Hylocereus polyrhizus)
SERTA POTENSINYA SEBAGAI ANTIOKSIDAN

ABSTRAK

Masalah kesehatan yang banyak dihadapi oleh penduduk dunia terutama
untuk negara berkembang adalah penyakit degeneratif. Salah satu faktor penyebab
timbulnya penyakit degeneratif adalah adanya radikal bebas yang dikonsumsi oleh
tubuh berlebihan dan tidak dapat dikendalikan. Tumbuhan Hylocereus polyrhizus
telah dilaporkan dapat menghasilkan metabolit sekunder sebagai antioksidan untuk
solusi menghadapi penyakit degeneratif, salah satunya pada kulit buahnya. Didalam
jaringan tumbuhan terdapat fungi endofit yang mampu menghasilkan metabolit
sekunder yang mirip dengan tumbuhan inangnya. Salah satu senyawa metabolit
sekunder yang dapat dihasilkan adalah senyawa flavonoid. Penelitian ini bertujuan
untuk melakukan isolasi, identifikasi dan uji kandungan senyawa flavonoid serta
potensi antioksidan fungi endofit dari kulit buah naga merah (H. polyrhizus). Kulit
buah naga diisolasi dan isolat fungi endofit diidentifikasi dengan pengamatan
makroskopis dan mikroskopis. Kandungan senyawa flavonoid dalam isolat fungi
endofit diuji dengan fitokimia menggunakan serbuk Mg dan HCI. Potensi
antioksidan fungi endofit dengan metode literature review. Hasil isolasi fungi
endofit didapatkan dua isolat fungi endofit, sementara identifikasi fungi didapatkan
bahwa isolat fungi endofit yang didapatkan adalah genus Mucor dan kelas
Deuteromycetes yang memiliki empat anggota ordo: Moniliales, Sphaeropsidales,
Melanconiales, dan Mycelia Sterilia. Uji fitokimia menunjukkan adanya senyawa
flavonoid pada kedua isolat fungi endofit. Hasil tersebut membuktikan bahwa
terdapat fungi endofit yang berasosiasi didalam jaringan kulit buah tumbuhan H.
Polyrhizus dan memiliki kandungan flavonoid. Hasil literature review
menunjukkan potensi isolat fungi endofit yang diperoleh memiliki potensi sebagai
antioksidan.

Kata kunci: antioksidan, flavonoid, fungi endofit, H. polyrhizus, identifikasi, isolasi



ISOLATION, IDENTIFICATION AND FLAVONOID
PHYTOCHEMICAL TEST OF ENDOPHYTIC FUNGI FROM RED
DRAGON FRUIT PEEL (Hylocereus polyrhizus) AND POTENTIAL AS
ANTIOXIDANT

ABSTRACT

The most common health problem faced by the world's population,
especially for developing countries, is degenerative diseases. One of the factors
causing degenerative diseases is the presence of free radicals that are consumed by
the body in excess and cannot be controlled. Hylocereus polyrhizus plants have
been reported to produce secondary metabolites as antioxidants for solutions to deal
with degenerative diseases, one of which is on the peel of the fruit. In plant tissue
there are endophytic fungi that are able to produce secondary metabolites that are
similar to their host plants. One of the secondary metabolites that can be produced
is the flavonoid compound. This research have purpose to isolate, identify and test
the content of flavonoid compounds and the antioxidant potential of endophytic
fungi from the peel of red dragon fruit (H. polyrhizus). Dragon fruit peel was
isolated and endophytic fungi isolates were identified by macroscopic and
microscopic observations. The content of flavonoid compounds in endophytic fungi
isolates was tested by phytochemistry using Mg powder and HCI. Potential
antioxidants of endophytic fungi with the literature review method. The results of
isolation of endophytic fungi obtained two isolates of endophytic fungi, while
identification of fungi found that the endophytic fungi isolates obtained were the
genus Mucor and class Deuteromycetes which had four members of the ordo:
Moniliales, Sphaeropsidales, Melanconiales, and Mycelia Sterilia. Phytochemical
tests showed the presence of flavonoid compounds in both endophytic fungi
isolates. These results prove that there are endophytic fungi associated with H.
Polyrhizus plant fruit peel tissue and contain flavonoids. The results of the literature
review indicate the potential of endophytic fungi isolates obtained has the potential
as an antioxidant.

Keywords: antioxidants, flavonoids, endophytic fungi, H.polyrhizus, identification,
isolation
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Penyakit degeneratif seperti hipertensi, stroke, penyakit jantung, dan
kanker yang selama ini menjadi peringkat pertama dalam penyebab kematian di
Amerika Serikat serta negara maju yang lain kini telah mulai mengancam di
Indonesia. Berdasarkan data dari Riskesdas 2018 mengalami kenaikan apabila
dibandingkan dengan data Riskesdas 2013 untuk kasus penyakit degeneratif.
Prevalensi kenaikan kanker dari 1,4% menjadi 1,8%, hipertensi dari 25,8%
menjadi 34,1%, dan diabetes mellitus naik dari 6,9% menjadi 8,5% (Riskesdas,
2018).

Umumnya penyakit degeneratif diartikan sebagai penyakit yang
disebabkan oleh penurunan fungsi dari organ tubuh karena faktor usia yang
semakin tua. Penyakit ini sangat berbahaya karena dapat menimbulkan rasa
sakit yang sangat parah bahkan sampai menimbulkan kematian. Selain itu biaya
dalam pengobatan untuk penyakit ini sangat mahal. Beberapa faktor pokok yang
menyebabkan terkena penyakit degeneratif adalah pola makan yang tidak sehat,
merokok, aktifitas fisik yang kurang, serta keadaan stres yang meningkat
(Dhani dan Yamasari, 2014).

Faktor lain yang dapat menimbulkan penyakit degeneratif adalah adanya
senyawa radikal bebas yang masuk didalam tubuh berlebihan, sehingga tidak
dapat diatasi oleh antioksidan alami tubuh, karena tubuh secara alami

menghasilkan radikal bebas dari hasil metabolisme. Radikal bebas dari luar



tubuh manusia dapat disebabkan oleh paparan luar seperti asap rokok, sinar UV,
dan asap kendaraan. Senyawa radikal bebas merupakan molekul atau atom yang
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbit bagian
paling luarnya, sehingga tidak stabil dan bersifat sangat reaktif. Suatu molekul
dikatakan stabil apabila memiliki elektron yang berpasangan sehingga tidak
berpotensi untuk merusak (Puspitasari, dkk., 2016). Radikal bebas memenuhi
kekurangan elektron yang tidak berpasangan dengan cara menarik elektron
makromolekul biologis dengan cepat yang berada disekitarnya seperti asam
nukleat, protein, dan DNA (asam deoksiribonukleat) (Astuti, 2008).

Radikal bebas yang berlebihan didalam tubuh mengakibatkan
antioksidan yang diproduksi oleh tubuh itu sendiri tidak mampu untuk
menetralisisr radikal bebas yang konsentrasinya semakin meningkat sehingga
memicu timbulnya penyakit degeneratif. Oleh sebab itu sangat diperlukannya
antioksidan yang diperoleh dari luar tubuh, sebagai upaya meredam dan
menangkal radikal bebas yang menjadi penyebab rusaknya sel tubuh (Salamah,
2015). Antioksidan merupakan senyawa yang memiliki kemampuan untuk
menangkal atau menetralkan radikal bebas sehingga dibutuhkan untuk
mencegah terjadinya stres oksidatif yang menyebabkan timbulnya berbagai
penyakit degeneratif (Salmia, 2016). Berdasarkan pentingnya peran antioksidan
terhadap radikal bebas, maka perlunya untuk meningkatkan kapasitas
antioksidan dengan menggunakan senyawa antioksidan yang berada dialam
(Ayoub, 2017).

Antioksidan yang berada dialam bisa diperoleh dari hasil metabolit

sekunder tumbuhan. Senyawa ini digunakan sebagai inovasi dalam



pengembangan dan penemuan obat-obatan baru sebagai penunjang kepentingan
industri kesehatan. Senyawa metabolit sekunder merupakan solusi sebagai
antioksidan alami yang dibutuhkan dan dapat diambil dari berbagai macam
tumbuhan seperti sirsak, manggis, kedondong, dan lain-lain. Beberapa senyawa
metabolit sekunder yang ada dalam tumbuhan antara lain steroid, alkaloid,
flavonoid, saponin, terpenoid, dan lain-lain. Senyawa ini terkandung didalam
tumbuhan sebagai senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan sebagai obat
(Salmia, 2016).

Al Qur’an dan hadist telah menerangkan bahwa tumbuhan memiliki
banyak manfaat bagi kehidupan manusia seperti digunakan sebagai makanan
ataupun obat-obatan. Al Qur’an bukanlah kitab sains, namun didalam Al Qur’an
dijelaskan prinsip-prinsip tentang sains yang dapat dikaitkan dengan metafisik
dan spiritual. Dalam Al Qur’an tidak dijelaskan secara detail tentang segala
sesuatu, melainkan Al Qur’an memberikan pemantik, gambaran besar, serta
petunjuk supaya manusia dapat menggunakan akal untuk mempelajarinya.

Beberapa tumbuhan juga telah diterangkan didalam hadist sebagai obat-
obatan. Seperti jinten hitam yang dapat digunakan sebagai obat penyakit mata.
ini merupakan contoh bahwa tumbuhan memiliki banyak potensi sebagai obat-
obatan. Contoh ini juga dapat menjadi pemicu terhadap manusia yang
dianugerahi akal untuk melakukan eksplorasi penelitian terhadap tumbuhan-

tumbuhan lain. Hadits Rosullah mengenai jinten hitam :

A ) 513 38 (e 18 o135 R 8 0 208 b g e A1 o il ey O 95008 o

Artinya : dari Abu Hurairah, Rosulullah SAW bersabda “sesungguhnya pada
jinten hitam itu terdapat obat terhadap segala macam penyakit kecuali
kematian”.



Kandungan senyawa kimia yang berada didalam tumbuhan umumnya
tersebar pada berbagai bagian tubuhnya seperti buah, bunga, batang, kulit
batang, daun, dan biji (Salmia, 2016). Indonesia sebagai negara dengan iklim
tropis memiliki keanekaragaman tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai
sumber obat terutama antioksidan. Diantara tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai antioksidan adalah buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) yang
banyak dibudidaya di Indonesia terutama di Jawa Timur. Tumbuhan buah naga
merah sangat menarik untuk dipelajari lebih dalam karena banyak memiliki
manfaat didalamnya. Menurut Nuari dkk (2017) menyebutkan bahwa buah naga
merah memiliki potensi sebagai sumber antioksidan karena diduga memiliki
kandungan flavonoid golongan flavon.

Flavonoid merupakan salah satu contoh dari senyawa metabolit sekunder
yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber antioksidan. Flavonoid merupakan
senyawa fenolik yang banyak berada didalam tumbuhan (Harborne, 1996).
Senyawa ini dapat ditemukan hampir disemua bagian tumbuhan sebagai zat
warna merah, kuning, biru, dan ungu. Flavonoid memiliki banyak manfaat
untuk kesehatan manusia. Sejumlah tanaman obat yang memiliki kandungan
flavonoid telah dilaporkan berpotensi sebagai antioksidan, antibakteri,
antibakteri, antivirus, dan lain-lain (Salmia, 2016).

Berdasarkan hasil dari penelitian Widianingsih (2017) diketahui bahwa
buah naga merah memiliki kandungan flavonoid sebesar 11,381 pgQE/g
ekstrak yang berpotensi sebagai sumber antioksidan alami. Penelitian yang
dilakukan oleh Nurliyana et al (2010) menunjukkan bahwa kulit buah naga

merah memiliki kandungan fenolik sebesar 28,16 mg/100 g selain itu pada



penelitian lain yang dilakukan oleh Manihuruk et al (2016) mendapatkan hasil
total fenolik sebesar 31,12 + 1,56 mgEAG/100g. Kandungan pada buah naga
merah dapat diaplikasikan sebagai penangkal radikal bebas. Hal ini dibuktikan
dengan berbagai penelitian yang telah dilakukan.

Penelitian yang dilakukan Nurliyana et al (2010) didapatkan hasil bahwa
1 mg/ml kulit buah naga merah dapat menghambat 83,48 + 1,02 % radikal bebas
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Sementara itu lanjutan dari penelitian
Manihuruk et al (2016) menunjukkan aktivitas penangkalan DPPH 51,35 +
0,87%. Penelitian lain tentang ekstrak kulit buah naga merah yang dilakukan
oleh Wahdaningsih et al (2018) menunjukkan nilai 1Cso sebesar 2.952,14
pg/ml.berdasarkan penelitian-penelitian tersebut dapat diketahui bahwa buah
naga merah memiliki potensi sebagai antioksidan serta dapat menangkal
senyawa radikal bebas (Manihuruk et al, 2016; Wahdaningsih et al, 2018).

Potensi buah naga merah sebagai antioksidan dapat dikembangkan
dengan memanfaatkan fungi endofit yang bersimbiosis didalam jaringan
tumbuhan buah naga merah. Fungi endofit merupakan mikroorganisme yang
hidup bersimbiosis dengan bantuan tumbuhan inangnya. Asosiasi fungi endofit
dengan tumbuhan dibedakan menjadi dua. Pertama, fungi endofit menginfeksi
benih (ovula) inang kemudian penyebaranannya memanfaatkan benih serta
organ penyerbukan inang. Kedua, mutualisme induktif oleh fungi endofit yang
berasosiasi dengan tumbuhan inangnya melalui udara dan air untuk masuk
kedalam jaringan inangnya untuk bersimbiosis (Carrol (1988). Fungi endofit
merupakan mikroorganisme yang kecil sehingga tidak membutuhkan tempat

yang luas untuk melakukan budidaya. Selain itu, untuk memperoleh sumber



antioksidan tidak perlu menggunakan jaringan tumbuhan dalam jumlah yang
besar sehingga tetap mampu untuk menjaga kelestarian alam (Kumala, 2015).
Dalam beberapa tahun terakhir peran fungi endofit dalam biologi telah
dipelajari secara luas, karena beberapa spesies fungi endofit diketahui terbukti
memiliki peran dalam pertumbuhan dan kebugaran tumbuhan (Rozpadek et al.,
2018). Fungi endofit mampu tumbuh didalam jaringan tumbuhan tanpa
mengakibatkan gejala negatif pada tumbuhan inang serta dapat memproduksi
zat aktif (Praptiwi et al, 2018). Fungi endofit yang diambil dari tumbuhan telah
dianggap sebagai sumber daya senyawa bioaktif alami yang penting dan baru
(Shylaja et al, 2015).

Menurut Zhao et al (2010), bahwa fungi endofit mampu menghasilkan
metabolit sekunder yang mirip dengan metabolit sekunder hasil dari tumbuhan
inangnya. Selain itu hampir dari 300.000 spesies tumbuhan yang ada didunia
hanya sebagian kecil yang masih dipelajari tentang endofitnya, oleh sebab itu
penelitian tentang fungi endofit dan tumbuhan inangnya sangat
direkomendasikan (Strobel & Daisy, 2003). Salah satu senyawa bioatif yang
dapat diproduksi oleh fungi endofit adalah flavonoid.

Penelitian Yuanwar & Ainy (2019) melaporkan bahwa Genus Penicilium
Cladosporium, Aspergillus yang diisolasi dari kulit mentimun memiliki
kandungan flavonoid berdasarkan uji fitokimia. Selain itu, penelitian yang
dilakukan oleh Khalimah & Aini (2019) juga melaporkan bahwa isolat fungi
endofit genus Microporum dari daun Avicennia marina yang diuji secara
kualitatif juga menunjukkan hasil positif flavonoid. Penelitian dari Nisa (2018)

melaporkan bahwa fungi endofit genus Fusarium dan Mucor yang disiolasi dari



daun Chromolaena odorata menunjukkan hasil positif flavonoid dengan uji
fitokimia. Berdasarkan hal tersebut, dapat diketahui bahwa fungi endofit dapat
menghasilkan senyawa flavonoid yang berpotensi sebagai antioksidan.

Isolasi 40 fungi endofit dari 10 tanaman yang dilakukan oleh Praptiwi et
al (2018) menunjukkan 23 fungi endofit memiliki kandungan antioksidan yang
tinggi. Berdasarkan Huang et al (2007) yang melakukan penelitian terhadap
beberapa tanaman obat dan fungi endofitnya mendapatkan hasil bahwa
beberapa fungi endofit ditemukan memiliki aktivitas antioksidan kuat. Selain
itu beberapa fungi endofit memiliki aktivitas antiokasidan yang relatif lebih
tinggi daripada tumbuhan inangnya, hal ini dibuktikan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Sadananda et al (2014) dengan hasil isolasi fungi endofit dari
tumbuhan Viscum album memiliki aktivitas antioksidan yang relatif lebih tinggi
dibandingkan Viscum album. Pada penelitian yang dilakukan oleh Cui et al
(2015) membuktikan bahwa hasil fungi endofit yang diisolasi dari genus
Rhodiola yang sudah dikenal sebagai sumber antioksidan dapat dimanfaatkan
sebagai sumber antioksidan baru. Hasil penelitian dari Enyi et al (2019)
melaporkan bahwa isolasi fungi endofit pada sampel Psidium guajava dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder.

Berdasarkan penelitian terdahulu, dapat diketahui bahwa buah naga
merah dan potensi fungi endofit yang berasosiasi dapat dimanfaatkan sebagai
sumber antioksidan alami yang berasal dari luar tubuh. Selain itu juga telah
dibuktikan bahwa buah naga merah memiliki potensi sebagai sumber
antioksidan alami. Maka dari itu perlunya memaksimalkan pemanfaatan fungi

endofit dengan melakukan penelitian mengenai fungi endofit pada tumbuhan



buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) sebagai sumber untuk mendapatkan
senyawa dari fungi endofit yang berpotensi sebagai antioksidan. Berdasarkan
pendahuluan yang telah dipaparkan, maka penelitian ini dilakukan dengan
menggunakan fungi endofit yang diisolasi dari kulit buah naga merah untuk

melihat kandungan flavonoid.

1.2.Rumusan Masalah
a. Apakah jenis fungi endofit yang diperoleh dari hasil isolasi dan identifikasi
kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizhus)?
b. Apakah ekstrak fungi endofit kulit buah naga merah (Hylocereus
polyrhizhus) mengandung senyawa flavonoid?
c. Bagaimana potensi isolat fungi endofit dari kulit buah naga merah
(Hylocereus polyrhizhus) sebagai antioksidan?
1.3.Tujuan Penelitian
a. Untuk mengetahui jenis fungi endofit pada Jaringan kulit buah naga merah
(Hylocereus polyrhizhus).
b. Untuk mengetahui kandungan senyawa flavonoid pada ekstrak fungi endofit
kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizhus)
c. Untuk mengetahui potensi isolat fungi endofit dari kulit buah naga merah

(Hylocereus polyrhizhus) sebagai antioksidan.



1.4.Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

a.

Sebagai bahan pertimbangan, referensi atau pedoman ilmiah dalam
melakukan penelitian lanjutan terhadap kandungan flavonoid pada isolat
fungi endofit dari kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus).

Sebagai sumber baru untuk mendapatkan senyawa flavonoid dari fungi

endofit.

1.5.Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

a.

Kulit buah naga (Hylocereus polyrhizus) dari Wringin Putih, Muncar,
Banyuwangi, Jawa Timur dalam keadaan buah yang sudah matang.

Fungi endofit diisolasi dari jaringan kulit buah naga merah (Hylocereus
polyrhizus).

Identifikasi fungi endofit dilakukan dengan pengamatan makroskopis dan
mikroskopis.

Analisis kandungan flavonoid dilakukan secara kualitatif dengan serbuk Mg
dan HCI.

Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan pelarut Etanol

pro analis.
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2.1. Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus)

Buah naga merah masuk kedalam famili Cactaceae (kaktus) yang
merupakan tumbuhan tidak lengkap karena tidak memiliki daun sejati. Namun
sebagai gantinya, buah naga merah memiliki duri yang kecil dan tajam (Hor
dkk, 2012). Tumbuhan buah naga merah terdiri atas akar, batang, buah, bunga,
dan biji. Buah Naga Merah (Hylocereus polyrhizus) memiliki Kklasifikasi

sebagai berikut : (Isvadhila, 2012)

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermathopyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledonae

Subkelas : Hamamelidae

Ordo : Caryophyllales

Famili : Cactaceae

Subfamili : Hylocereanea

Genus : Hylocereus

Spesies : Hylocereus polyrhizus (Weber) Britton & Rose

(Britton & Rose, 1920)
Tumbuhan buah naga merah memiliki bentuk buah yang bulat sedikit
lonjong dan kulit buahnya berwarna merah yang memiliki tonjolan seperti sisik

yang berwarna hijau. Daging buah naga merah memiliki warna yang lebih

10



11

merah daripada kulitnya dan berbiji hitam yang sangat kecil dan banyak
didalamnya. Batang buah dapat bercabang dan mempunyai duri yang kecil dan
tajam. Sementara bunganya memiliki warna putih dan ada sedikit warna kuning

didalamnya dan memiliki bantuk seperti terompet (Gambar 2.1) (Amra, 2014).

Gambar 2.1. Kulit dan Buah H. polyrhizus
Sumber: Putri, 2017

Buah naga merah dapat hidup dengan baik pada daerah yang memiliki
iklim tropis dan sub tropis karena tumbuhan buah naga merah mampu untuk
bertahan dengan adanya perubahan cuaca. Curah hujan yang baik untuk proses
perkembangan dan pertumbuhan buah naga merah Kkisaran 720 mm/tahun.
Ketinggian dataran yang baik antara 0-350 mdpl. Intensitas cahaya matahari
antara 70-80%. Kelembapan 70-90% dan suhu udara antara 26-36 °C. Tanah
untuk pertumbuhan buah naga merah harus memiliki aerasi yang baik dan

memiliki pH 6,5-7 (Hardjadinata, 2010).

Buah naga merah memiliki potensi sebagai sumber antioksidan yang
dapat diperoleh dari alam. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Wu et
al. (2006) menunjukkan hasil perbandingan kandungan dari kulit dan daging

buah naga merah dapat dilihat pada tabel 2.1:
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Tabel 2.1. Kandungan dalam kulit dan daging buah naga merah

Aktivitas Daging Buah Segar Kulit Buah Kering
Total Fenolik 42,4+ 0,04 mg 39,7 5,39 mg
Flavonoid 7,21 +0,02 mg 8,33+0,11 mg
Betacyanin 10,3+ 0,22 mg 13,8 £ 0,85 mg
IC50 dengan Metode DPPH 22,4+ 0,29 pmol 118 + 4,12 pmol
IC50 dengan Pendekatan ABTS 28,3 + 0,83 pmol 175 + 15,7 pmol

(Sumber: Wu et al, 2006)

2.2. Fungi

Fungi merupakan organisme khas dalam kelompok mahluk hidup
eukariot yang memiliki sifat heterotrof dan bereproduksi secara seksual dan
aseksual. Asal mula jamur diduga sekitar 760 tahun yang lalu sampai 1,06
miliyar tahun yang lalu (Sarah et al, 2015). Fungi dapat mencerna makanannya
dengan cara ekstraseluler menggunakan enzime yang dihasilkan dan
mengabsorbansi nutrien untuk digunakan sebagai bahan dasar metabolisme
(Gadjar, 2006). Pada umumnya fungi memiliki peran sebagai dekomposer saat
berada dialam karena dapat menguraikan mahluk hidup yang mati untuk
diubah menjadi substansi yang bisa dimanfaatkan kembali oleh organisme

hidup lain terutama tumbuhan (Hoog, 2005).

Fungi dibedakan menjadi dua kelompok besar yang dilihat dari besar
ukurannya yaitu makrofungi yang memiliki ukuran besar seperti cendawan dan
mikrofungi yang memiliki ukuran mikroskopis seperti kapang dan khamir
(Gadjar, 2006). Selain itu fungi juga dibedakan berdasarkan morfologinya
menjadi tiga yaitu khamir (yeasts), kapang (molds/moulds), dan cendawan
(mushrooms). Cendawan merupakan fungi yang memiliki ukuran makro
karena memiliki tubuh buah yang dapat dilihat dengan mata telanjang. Khamir
merupakan fungi uniseluler yang memiliki cara untuk melakukan reproduksi

secara aseksual dengan pembentukan tunas (budding). Kapang merupakan
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fungi multiseluler yang memiliki struktur berupa filamen atau benang-benang
yang biasanya disebut hifa. Hifa-hifa tersebut akan membentuk struktur
menyerupai jala yang disebut miselium. Miselium dapat dibagi menjadi dua
jenis yaitu miselium vegetative yang berfungsi menyerap nutrien dan miselium
fertil yang berfungsi memproduksi konidia atau spora untuk reproduksi.
Kapang menghasilkan dua jenis spora yaitu aseksual dan seksual. Spora
seksual adalah zigospora dan askospora, spora aseksual adalah blastokonidia,

sporangiospora, arthrokonidia, klamidospora, dan konidia (Gadjar, 2006).

Fungi uniseluler digolongkan kedalam kerajaan fungi karena memiliki
perbedaan dengan bakteri meskipun sama-sama dapat dilihat dengan
menggunakan mikroskop. Bakteri memiliki DNA sebagali inti yang tidak diatur
oleh kromosom dan tidak mempunyai membran inti. Selain itu bakteri tidak
memiliki mitokondria dan retikulum endoplasma. Selain itu flagel yang
dimiliki bakteri juga membedakannya dengan bentuk umum eukariotik lain

(Sastrahidayat, 2011).

Y s INCLUSION
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Gambar 2.2. Perbedaan struktur dasar sel eukariotik ragi (Saccharomyces) dan sel bakteri
(prokaryotik).
(Sumber: Sastrahidayat, 2011)
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Menurut Sarah et al. (2015), kingdom fungi dibagi menjadi 6 filum yaitu
Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota, Chytridiomycota,
Blastocladiomycota, Zygomycota, dan Neocallimastigomycota.
Neocallimastigomycota merupakan fungi anaerob yang hidup didalam
pencernaan herbivora dan aktivitas metabolismenya didorong oleh
dekomposisi polisakarida dalam serat makan dipencernaan inangnya.
Glomeromycota memiliki habitat tumbuh didalam jaringan akar tumbuhan.
Chytridiomycota memiliki ciri khusus berupa flagella yang dimiliki oleh sel
sporanya yang disebut zoospora. Zygomycota dapat menghasilkan sporangium
sebagai spora aseksual dan zigospora sebagai spora seksual. Basidiomycota

menghasilkan spora seksual berupa basidiospora.

Fungi memiliki bentuk vegetatif yang khas berbentuk tallus. Hifa yang
dimiliki fungi dapat memiliki septa dan tanpa septa yang berbentuk panjang
dan memiliki banyak inti. Contoh kelas yang memiliki septa adalah
Ascomycetes, Basidiomycetes, dan Deuteromycetes. Sedangkan yang tidak
memiliki septa adalah Oomycetes dan Zygomycetes. Untuk menghubungkan
antar sel pada septum dibuat suatu lubang yang disebut pora yang membantu
protoplasma berpindah. Dalam perkembangannya hifa akan membentuk

struktur yang memiliki fungsi khusus seperti:

a. Haustorium untuk membantu penyerapan unsur hara.

b. Sclerotium untuk melindungi dari keadaan lingkungan yang kurang
menguntungkan.

c. Apresorium untuk melekat pada sumber makanan dan untuk menembus

jaringan inang.
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d. Stroma untuk meletakkan tubuh jamur pada jaringan inangnya.

e. Plectenchyma adalah jaring tebal yang disusun dari anyaman hifa.

f.  Alat-alat reproduksi

g. Membentuk jaringan tersendiri seperti vesicle arbuscular, mycelium sheet,

dan hartig-net.

Umumnya fungi memiliki dua cara reproduksi yaitu dengan cara kawin
(seksual) dan tak kawin (aseksual). Reproduksi secara aseksual lebih
menguntungkan bagi fungi karena akan lebih banyak menghasilkan individu
baru karena terjadi secara berulang-ulang. Beberapa cara reproduksi aseksual
adalah fragmentasi, pembelahan (fission), penguncupan (budding), dan
pembentukan spora. Reproduksi seksual dilakukan dengan cara
menggabungkan dua inti yang sesuai (kompatibel). Fase reproduksi terdiri dari
tiga fase yaitu plasmogami, kariogami, dan miosis. Kompatibilitas dalam
perkawinan dapat dibedakan menjadi dua golongan penting yaitu jamur
homothalik vyaitu tiap talus dapat membuahi sendiri sehingga tidak
membutuhkan bantuan thallus lain. Kedua, jamur heterothalik yaitu talus tidak
dapat membuahi sendiri sehingga membutuhkan talus lain (Sastrahidayat,

2011).

2.3. Fungi Endofit

Fungi endofit merupakan fungi yang hidup di dalam jaringan tanaman
fungsional dan sehat untuk semua atau sebagian dari siklus hidupnya. Asosiasi
fungi endofit dengan tanaman inangnya bervariasi dan kompleks, sebagian

besar merupakan fenomena samar di alam (Torres and White, 2012). Fungi ini
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tidak menimbulkan gejala negatif pada tumbuhan inang yang menjadi tempat
hidupnya (Praptiwi et al, 2018). Fungi endofit yang berasosiasi dengan
tumbuhan mampu menghasilkan metabolit sekunder yang mirip dengan
tumbuhan inangnya (Zhao et al, 2010). Berdasarkan kemampuannya, fungi
endofit dapat digunakan sebagai salah satu sumber memproduksi metabolit
sekunder sehingga dapat dimanfaatkan dalam beberapa bidang kesehatan
seperti bidang farmasi dan kedokteran (Strobel, 2003). Potensi mikroba
tersebut dipelajari untuk ikut berkontribusi dalam berbagai keperluan seperti

industri dan pertanian (Melliawati et al, 2006).

Asosiasi yang dilakukan antara fungi endofit dan tumbuhan inang
berawal dari fungi endofit yang menginfeksi jaringan tumbuhan pada bagian
ovula dan disebarkan dengan memanfaatkan organ penyerbukan ataupun dari
fungi endofit yang menginfeksi tumbuhan inangnya melewati air dan udara
(Carrol, 1988). Asosiasi yang terjadi antara fungi dengan inangnya terjadi
secara mutualisme dengan kemampuan fungi endofit dalam melindungi
tumbuhan inangnya dari berbagai macam patogen virulen yang merugikan
(Sofiyani, 2014). Tumbuhan yang tersebar diseluruh dunia berpotensi untuk
berasosiasi dengan satu atau lebih mikroba endofit baik berupa fungi atau
bakteri yang menghasilkan metabolit sehingga dapat dimanfaatkan sebagai
antikanker, antimalarial, antioksidan dan antibiotik lainnya. Hal ini
dikarenakan terjadinya kompetisi nutrisi antara jamur endofit yang merebut
nutrisi dari patogen sehingga menyebabkan pertumbuhan patogen terhambat

karena terjadi perubahan pada hifa patogen (Kurnia et al., 2014).
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Fungi endofit Clavicipitaceous merupakan fungi endofit dari golongan
Ascomycota yang menginfeksi tumbuhan rumput Gramineae yang tergolong
tanaman sereal dengan cara penetrasi langsung atau dengan struktur infeksi
seperti apresorium (Gambar 2.3). Pada simbiosis ini diperlihatkan rangkaian
interaksi dari parasitisme sampai mutualisme. Endositik timbal balik
memberikan keuntungan yang selektif pada inangnya dengan memproduksi
racun anti-serangga dan anti-vertebrata yang melindungi tumbuhan inangnya

dari serangga atau hewan herbivora (Sarah, 2015).

Alasan spesifik dalam menentukan tumbuhan yang akan digunakan
sebagai inang untuk isolasi endofit dapat menggunakan strategi sebagai

berikut: (Strobel & Daisy, 2003)

a. Tumbuhan dari lingkungan yang unik, artinya memiliki keadaan biologi
tidak biasa karena punya strategi baru dalam bertahan hidup.

b. Tumbuhan yang memiliki sejarah etnobotani (dimanfaatkan oleh
masyarakat adat) yang terkait dengan penggunaan spesifik atau aplikasi
yang menarik. Tanaman dipilih lewat kontak langsung dengan masyarakat
atau dari literatur lokal.

c. Tumbuhan yang bersifat endemik dan memiliki umur panjang.

d. Tumbuhan yang hidup didaerah dengan keanekaragaman hayati yang

tinggi.
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Gambar 2.3. Pertumbuhan endofit pada tanaman rumput.
Keterangan: (h) Endofit (ch) Kloroplas (v) Vakuola
(Sumber: Selosse dan Schardl, 2007)

Gambar 2.3 menjelaskan pada bagian kiri bawah: pertumbuhan jamur
pada primordia batang dan daun. Hifa jamur ditunjukkan dengan pewarnaan
osmium gelap seperti yang akan muncul dalam mikroskop elektron transmisi.
Kiri atas: potongan melintang daun atau daun menunjukkan hifa (h) endofit
Epichlo antara sel inang. Juga ditunjukkan adalah kloroplas (ch) dan vakuola
(v). Kanan: endofit seperti yang terlihat pada kulit epidermis daun, diwarnai
untuk hifa, yang tersusun terutama di sepanjang sumbu longitudinal sel
tanaman. Septa yang tidak ternoda memisahkan sel-sel jamur individu, yang

masing-masing memiliki inti haploid tunggal (tidak ditunjukkan).
Peran Fungi Endofit

Fungi endofit memiliki berbagai macam peran dalam kehidupan yang

salah satunya telah disabdakan oleh Rosulullah SAW dalam hadits yang
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diriwayatkan oleh Imam Bukhori yang artinya “cendawan bagian dari karunia

dan airnya dapat menjadi penyembuh (sakit) mata” (An-Najjar, 2010).

Berdasarkan hadits diatas dapat dilihat bahwa beberapa fungi memiliki
manfaat yang baik pada kehidupan Rosulullah. Manusia yang diberkahi harus
melakukan penelitian dan penggalian terkait manfaat lebih lanjut dari fungi.
Jenis fungi yang banyak diteliti pada masa ini adalah fungi endofit yang
berasosiasi dengan tumbuhan. Fungi endofit memiliki beberapa peran antara

lain sebagai berikut :

a. Meningkatkan ketahanan dan pertahanan tumbuhan pada tekanan abiotik.
Beberapa spesies dari fungi endofit memiliki kemampuan dalam
membuat fitohormon seperti auksin, etilen, sitokinin (Bacon dan Hinton,
2002). Selain itu juga fungi endofit berperan dalam membantu tumbuhan
menyerap zat hara (Hallmann et al., 1997). Fungi endofit mampu
membantu ketahanan tumbuhan pada tekanan abiotik dengan cara
senyawa oksigen reaktif yang dihasilkan oleh fungi endofit digunakan
untuk mengoksidasi atau denaturasi membran sel inang sehingga dapat
memicu tumbuhan dalam ketahanannya. Selain itu endofit juga merupakan
mikroorganisme yang banyak menghasilkan berbagai senyawa
antioksidan, asam fenol, serta derivatnya yang memiliki peran untuk
meningkatkan ketahanan tumbuhan dari tekanan luar (Aly et al., 2011).
Simbiosis antara fungi endofit dan tumbuhan inangnya juga
memiliki cara lain untuk meningkatkan adaptasi tumbuhan terhadap
lingkungan yang tidak terlalu menguntungkan. Seperti fungi

Neotyphodium coenophialum yang membantu tumbuhan pada sistem
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perakarannya untuk memicu perkembangan dan pertumbuhan akar

kedalam untuk mendapatkan sumber air dan hara sehingga tumbuhan

mampu bertahan didalam kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan
seperti saat dalam kondisi kering dan saat mengalami stres air akan cepat

pulih (Yulianti, 2012).

Sebagai agen pengendali hama atau penyakit pada tumbuhan.

Fungi endofit cocok digunakan sebagai agen pengendali hayati
dikarenakan fungi endofit biasanya hidup didalam jaringan tumbuhan
yang sama dengan fungi atau bakteri penyebab penyakit. Mekanisme yang
digunakan fungi endofit dalam melakukan perlindung pada tumbuhan dari
serangan serangga atau patogen dengan 4 cara : (Gao et al., 2010).

1) Penghambatan langsung dengan cara fungi endofit menghasilkan
enzim litik dan senyawa antibiotik seperti pada tumbuhan Festuca
prantesis yang tidak disukai herbivor dan serangga karena fungi
endofit Neotyphodium uncinatum pada tumbuhan ini menghasilkan
senyawa alkaloid lolin.

2) Penghambatan tidak langsung dengan cara fungi endofit merangsang
tumbuhan untuk membentuk metabolit sekunder seperti asam
jasmonat, asam salisilat, dan etilen yang berfungsi sebagai
antimikroba.

3) Merangsang tumbuhan agar menjadi lebih tahan dan kebal pada
serangan patogen.

4) Mempersulit patogen untuk penetrasi dengan jaringan tumbuhan.

5) Hiperparasit.
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Umumnya fungi endofit dapat tumbuh dari spora yang terbang diudara
ataupun dari vektor seperti serangga (Ghimire dan Hyde, 2004). Fungi endofit
pada tanaman tebu dapat masuk kedalam jaringan tanaman melewati akar
lateral yang masih baru tumbuh dan kemudian berkembang didalam jaringan
tersebut dan merubah dinding sel sebagai fasilitas untuk endofit lain dalam

mengkolonisasi (Bellone dan Silvia, 2012).

Isolasi

Isolasi merupakan suatu metode yang digunakan untuk mendapatkan
suatu mikroorganisme dengan cara memisahkan dari lingkungannya. Proses
awal atau pretreatmen dalam melakukan isolasi fungi endofit harus
memperhatikan karakteristik dari substrat atau inang tempat fungi endofit
tumbuh untuk keberhasilan dalam proses isolasi (Shintia, 2017). Metode yang
digunakan untuk melakukan isolasi fungi endofit adalah metode surface
sterilization yang diambil dari organ tumbuhan dengan keadaan masih segar
(Agusta, 2009). Metode tersebut digunakan untuk membunuh semua mikroba
yang ada dipermukaan tumbuhan (Waheeda and Shyam, 2017). Metode
sterilisasi ini menggunakan alkohol dan hipoklorit sebagai disinfektan.
Disinfektan digunakan untuk disinfeksi dalam upaya menghilangkan sebagian
besar organisme patogen. Sedangkan alkohol digunakan untuk proses
sterilisasi dalam upaya membunuh atau menghilangkan semua organisme.

(Moran, 2018).
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2.6. ldentifikasi

Identifikasi merupakan suatu tindakan yang dilakukan untuk
menetapkan objek kedalam kategori yang telah ditentukan. Identifikasi juga
berkaitan dengan sistem Klasifikasi. Sistem klasifikasi awal fungi dilakukan
berdasarkan pengamatan morfologi (makroskopik), namun setelah mikroskop
ditemukan telah terungkap bahwa tubuh buah yang terlihat sama dapat
memiliki struktur mikroskopis yang berbeda serta cara reproduksi juga berbeda
sehingga dapat diklasifikasi secara terpisah. Berdasarkan Webster & Weber
(2007) mengelompokkan Kingdom Eumycota (Fungi) kedalam 4 kelompok

filum yaitu Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, dan Zygomycota.

a. Ascomycota

Filum Ascomycota (umumnya biasa disebut Ascomycetes)
merupakan kelompok terbesar dalam kingdom fungi yang diperkirakan
mencakup lebih dari 32.000 spesies dalam 3400 genus. Penamaan
Ascomycota berasal dari bahasa yunani yang berarti jamur kantung. Hal ini
dikarenakan ciri khas dari spora seksual (Ascospora) yang diproduksi
terdapat didalam kantung yang disebut ascus. Sementara itu reproduksi
aseksual dilakukan dengan pembentukan konidia. (Webster & Weber,

2007).
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Gambar 2.4. Bentuk konidiofor pada Ascomycota (Thielaviopsis basicola).
Keterangan: a. Fialid, dari Kiri adalah konidiofor bercabang dengan fialid pendek belum
membentuk konidia dan fialid panjang yang ujungnya pecah, b. Bentuk spora, c.
Konidiofor yang punya dua fialid dengan satu rantai hialin berdinding tipis dan berwarna

gelap.
(Sumber: Webster & Weber, 2007)

. Basidiomycota

Filum ini terdiri dari sekitar 30.000 spesies dengan 37% dijelaskan
sebagai jamur sejati karena memiliki tubuh buah. Fitur yang mencirikan
filum ini adalah adanya basidium dimana proses meiosis terjadi untuk
pembentukan spora seksual (basidiospora) yang biasanya diproduksi secara
eksternal. Ciri lain filum ini adalah memiliki hifa yang bersekat seperti pada
filum Ascomycota (Deacon, 2006).
. Chytridiomycota

Filum ini termasuk kedalam fungi yang dapat hidup secara aerobik
di tanah, lumpur, atau air. Mekanisme reproduksi filum ini dengan
menghasilkan zoospora dengan flagel posterior tunggal (gambar 2.5.),
namun beberapa jenis memiliki flagel yang banyak (Webster & Weber,

2007).
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Gambar 2.5. bentuk struktur talus pada Chytridiales.
(Sumber: Webster & Weber, 2007)

d. Zygomycota

Filum ini bereproduksi secara aseksual dan seksual. Reproduksi
aseksual dilakukan dengan bantuan sporangiospora yang berada didalam
sporangia (gambar 2.6.), kemudian tersebar secara pasif oleh angin,
serangga ataupun air hujan. Sementara itu reproduksi seksual dilakukan
dengan kopulasi dari gamet secara isogami yang kemudian menghasilkan
zygospora. Kelas yang termasuk kedalam filum ini adalah Zygomycetes dan
Trichomycetes. Ordo paling menonjol pada kelas Zygomycetes adalah
Mucorales, Entomophthorales, dan Glomales. Mucorales dapat berada pada
tumbuhan, Entomophtorales termasuk parasit pada serangga, dan Glomales
dapat bersimbiosis pada tumbuhan sebagai arbuskular dan mikoriza

(Webster & Weber, 2007).
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Gambar 2.6. Mucorales (Mucor mucedo).
Keterangan: a. Miselium dan sporangiofor muda, b. Sporangium yang belum matang, c.
Sporangium pecah, terlihat kolumela dan sporangiospora.
(Sumber: Webster & Weber, 2007).

e. Deuteromycota

Menurut Gadjar (2006) menyatakan bahwa kelompok ini memiliki
beberapa nama lain yaitu fungi anamorf, fungi imperfekti, fungi konidial,
fungi mitosporik, atau fungi aseksual. Fungi yang belum diketahui fase
seksualnya (telomorf) banyak yang dimasukkan kedalam Deuteromycetes,
namun setelah ditemukan fase seksualnya biasanya dimasukkan kedalam
kelompok Ascomycota atau Basidiomycota. Deuteromycota tidak masuk
kedalam kategori taksonomi formal. Fungi-fungi tersebut bukan merupakan
suatu unit monofiletik, namun mereka hanya fungi yang “kehilangan” fase
seksualnya. Dengan menggunakan teknik molekuler atau ultrastruktur

fungi-fungi tersebut dapat dimasukkan kedalam kelas-kelas yang ada.

Morfologi fungi endofit dapat juga dilihat pada bentuk hifanya. Hifa
merupakan bagian yang sangat penting bagi fungi karena digunakan untuk

menyerap nutrien dari lingkungan serta membentuk struktur untuk reproduksi.
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Hifa sendiri merupakan struktur yang berbentuk tabung memanjang
menyerupai benang yang terbentuk dari pertumbuhan spora atau konidia. Hifa
yang rebah pada permukaan substrat disebut hifa vegetatif, sementara hifa yang
tegak diatas substrat adalah hifa fertil yang biasanya berupa sporangiofor atau
konidiofor. Berdasarkan morfologi mikroskopiknya, hifa dapat dibedakan
dengan ada tidaknya septa. Hifa bersepta dapat dilihat pada golongan
Hyphomycetes (Aspergillus, Penicillium, Curvularia, dll) dan yang tidak
bersepta dapat dilihat pada kelompok Zygomycetes (Mucor, Rhizopus,
Absidia, dll.). Pertumbuhan fungi serta hifa bersepta dan tidak dapat dilihat
pada gambar 2.7. selain ada atau tidaknya hifa, bentuk spora aseksual juga
memberikan peran yang penting dalam identifikasi. Beberapa bentuk spora

aseksual dapat dilihat pada gambar 2.8.

Gambar 2.7. Bentuk hifa bersepta dan tidak serta pertumbuhan fungi.

Keterangan: a. Hifa tidak bersepta Mucor mucedo (Zygomycota), Hifa bercabang membentuk
miselium, b. Hifa bercabang dan bersepta pada Trichoderma viride (Ascomycota), septa
ditunjukkan dengan panah, c. Sel-sel ragi (Ascomycota), pembelahan dengan binary fission, d.
Sel-sel ragi (Basidiomycota) pembelahan dengan tunas, e. Pseudohifa pada Candida sp.
(Ascomycota), f. Talus dari Rhizophlyctis sp. (Chytridiomycota).

(Sumber: Webster & Weber, 2007)
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Gambar 2.8. Tipe spora aseksual (konidia/spora) berdasarkan bentuk.
(Sumber: Gadjar, 2006)

Berdasarkan Kidd (2016) menyebutkan bahwa kunci karakterisasi

morfologi koloni fungi dapat diamati dengan mempertimbangkan beberapa hal

berikut:

1) Karakteristik kultur

- Tekstur permukaan (glabrous, suede-like, powdery, granular, fluffy,

downy, cottony)

- Warna permukaan (putih, krem, kuning, coklat, abu-abu, dll)

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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- Warna balik (putih, kuning, coklat, hitam, dil)

Karakteristik sporangia

Susunan sporangiospora (multispora, sporangiola, merosporangium)

- Susunan sporangiofor (tidak bercabang atau bercabang)

- Bentuk sporangium (piramida, bulat, labu, dll)

- Kolumela (ada atau tidak)

- Apofisis (ada atau tidak)

- Rhizoid (ada atau tidak (dilihat pada media agar))

Karakteristik konidia

a) Karakteristik konidia

Septa (bersel satu, dua, atau multisel)
Bentuk (bola, sub-bola, piramida, klavat, elipsodial, dll)
Warna (hialin atau berpigmen gelap)

Jenis konidia (mikro, makro)

b) Susunan konidia

Kedudukan (tunggal atau dalam bola)
Catenulat (dalam rantai), acropetal (konidium muda diujung),

basipetal (konidium muda di base)

c) Pertumbuhan sel konidiogen

Determinan  (tidak ada pertumbuhan konidiofor setelah
pembentukan konidia)
Simpodial (mode pertumbuhan sel konidiogen menghasilkan

pengembangan konidia)
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d) Jenis sel konidiogen
- Fialid (sel konidiogen khusus yang menghasilkan konidia pada
basipetal tanpa bertambah panjang)
- Anelid (ujung anelid bertambang panjang dan sempit akibat
terbentuknya konidium)
e) Ciri tambahan

- Bentuk hifa (clamps, spirals, nodular organs, dll)

2.7. Fermentasi

Fermentasi merupakan teknik yang digunakan untuk mengubah substrat
menjadi suatu produk baru yang dikehendaki menggunakan bantuan dari
mikroorganisme dalam kondisi anaerobik (tanpa udara). Fermentasi berasal
dari Bahasa latin yaitu fervere yang memiliki arti mendidihkan. Perkembangan
teknologi menyebabkan arti dari fermentasi semakin luas yaitu segala proses
yang melibatkan mikroorganisme untuk membuat produk baru yang disebut
metabolit primer dan sekunder pada lingkungan yang dikendalikan (Ariani,
2014). Sumber energi yang dibutuhkan mikroorganisme untuk melakukan
pertumbuhan dan perkemabangan didapatkan dari hasil metabolisme bahan
pangan atau substrat tempat tumbuh dari mikroorganisme tersebut. Bahan yang
paling banyak digunakan sebagai sumber energi untuk melakukan fermentasi
adalah glukosa (Hogg, 2013). Pada proses fermentasi glukosa akan dirubah
menjadi senyawa lain seperti alkohol sambil menghasilkan energi untuk

mikroorganisme atau sel (Chilton et al., 2015).
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Menurut Ariani (2014) produk hasil fermentasi dapat dibedakan menjadi
4 macam yaitu bioetanol, enzim, metabolit, dan transformasi. Bahan-bahan
yang dihasilkan dari proses fermentasi merupakan hasil dari metabolit
mikroba. Media yang digunakan dalam proses fermentasi harus memenuhi

beberapa hal sebagai berikut:

a. Mengandung nutrisi yang dibutuhkan adalah pertumbuhan dan sebagai
sumber energi.

b. Tidak mengandung zat untuk menghambat mikroba.

c. Tidak terdapat kontaminan agar tidak terjadi perebutan dalam memperoleh

nutrisi dari substrat.

Metode untuk melakukan fermentasi ada dua macam yaitu dapat
dilakukan dengan kultur permukaan dan perendaman (Submerged). Untuk
membuat kultur permukaan dapat digunakan semua bentuk media. Sedangkan
untuk membuat kultur terendam hanya bisa digunakan media cair dengan
bantuan incubator shaker. Kultur terendam akan memberikan kondisi yang
lebih optimum daripada kultur permukaan dalam proses fermentasi mikroba.
Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi efisiensi fermentasi antara lain:

(Shintia, 2017)

a. Substrat dan nutrien untuk pertumbuhan mikroba.
b. Derajat keasaman (pH) yang digunakan untuk pertumbuhan mikroba yang
diinginkan harus disesuaikan seperti kapang akan tumbuh optimum pada

pH 5-7.
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c. Suhu yang digunakan dalam fermentasi merupakan suhu optimum untuk
melakukan pertumbuhan. Mikroba mesofil optimum pada suhu 20-45 °C
dan mikroba termofil optimum pada suhu 45 °C.

d. Aerasi sangat penting untuk mengatur pemasukan O, dan pembuangan

CO. sementara agitasi berperan agar pertumbuhan mikroba dapat merata.

Berdasarkan suhu atau temperature untuk pertumbuhan dan
perkembangannya, mikroba dibedakan menjadi 3 yaitu psikrofil yaitu mikroba
yang memiliki suhu pertumbuhan antara 0-20 °C. Kedua mesofil yaitu mikroba
yang mampu bertahan pada kisaran suhu 20-45 °C dan ke tiga adalah termofil
yaitu mikroba yang mampu bertahan pada suhu diatas 45 °C. Oleh sebab itu

suhu dalam proses fermentasi perlu diperhatikan (Fifendy, 2017)

Menurut Bachruddin (2014), fase pertumbuhan mikroba dibagi menjadi
4 yaitu fase lag yang merupakan fase adaptasi bagi mikroba. Kedua fase log
yang merupakan keadaan dimana sangat mendukungnya kondisi lingkungan
seperti cukupnya nutrien yang ada dan tidak adanya faktor penghambat
sehingga membuat kecepatan pertumbuhan tinggi. Ketiga adalah fase stasioner
yang merupakan fase tidak adanya kenaikan maupun penurunan pertumbuhan
yang disebabkan mulai berkurangnya nutrient yang tersedia. Keempat adalah
fase kematian yang terjadi akibat mikroba mengalami stress karena nutrisi

sudah tidak mencukupi lagi.

Produk yang dihasilkan pada fase log adalah senyawa metabolit
intermediet esensial sebagai penyusun komponen sel, seperti protein,

nukleotida, karbohidrat, asam nukleat, dan asam amino. Produk tersebut
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biasanya disebut sebagai metabolit primer dan fasenya disebut tropofase.
Kemudian selama fase stasioner mikroba menghasilkan senyawa metabolit
sekunder. Produk metabolit sekunder ini diproduksi tidak untuk memenuhi
kebutuhan sel, bisa dikatakan senyawa metabolit sekunder bukanlah senyawa
esensial. Fase dalam menghasilkan senyawa metabolit sekunder biasanya
dikenal sebagai idiofase. Beberapa contoh senyawa metabolit sekunder adalah
senyawa inhibitor enzim, antimikroba, antioksidan, dan senyawa pemicu

pertumbuhan (Bachruddin, 2014).

2.8. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk melakukan
pemisahan bagian tumbuhan yang aktif dengan menggunakan pelarut yang
selektif melewati prosedur kerja yang telah ditentukan (Azwanida, 2015).
Metode ini merupakan langkah awal yang digunakan dalam melakukan
pemisahan bahan alami yang diinginkan dari sampel bahan baku (Zhang et
al., 2018). Selama proses ekstraksi, pelarut akan melakukan difusi kedalam
bahan tumbuhan padat dan melarutkan senyawa yang memiliki polaritas yang

sama (Pandey and Triphati, 2014).

2.8.1. Tahapan Kerja Pelarut pada Proses Ekstraksi

Ekstraksi dengan menggunakan pelarut adalah metode yang paling
banyak digunakan. Sementara itu tahap-tahap dalam proses ekstraksi dengan

menggunakan pelarut sebagai berikut:

a. Pelarut menembus kedalam matriks padat

b. Zat terlarut larut dalam pelarut
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c. Zat terlarut keluar dari matriks padat

d. Zat terlarut yang telah diekstrak kemudian dikumpulkan

Faktor apapun yang dapat meningkatkan difusivitas dan kelarutan
dalam langkah-langkah diatas dapat memfasilitasi proses ekstraksi. Selain itu
hal-hal yang dapat mempengaruhi efisiensi ekstraksi adalah sifat-sifat pelarut
ekstraksi, ukuran partikel bahan baku, rasio pelarut ke padat, suhu ekstraksi

dan lama ekstraksi (Du et al., 2011).

2.8.2. Metode Ekstraksi

Maserasi merupakan metode yang memiliki dua cara dalam
menggunakan pelarut, pertama dengan cara dingin seperti perkolasi dan
maserasi dan kedua dengan cara panas seperti soxhlet, infus, digesti, dekok,
dan refluks. Macam-macam metode ekstraksi akan dijelaskan sebagai

berikut: (Salmia, 2016)

a. Cara Dingin
1) Maserasi
Maserasi merupakan cara untuk melakukan penyarian
dengan merendam simplasia menggunakan pelarut dengan diberi
beberapa kali pengadukan dan pengocokan didalam suhu ruang.
Pelarut dapat masuk kedalam rongga sel yang memiliki zat aktif
untuk dilarutkan dengan cara menembus dinding selnya. Hal ini
terjadi karena konsentrasi zat aktif yang berada didalam dan diluar
sel berbeda sehingga larutan pekat akan didesak untuk keluar.

Perulangan proses ini menyebabkan keseimbangan antara
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konsentrasi didalam dan diluar sel. Pada maserasi pelarut yang
digunakan dapat berupa air, metanol, etanol, etanol-air, dll.
Remaserasi merupakan proses pemberian pelarut setelah
penyaringan dalam proses maserasi pertama telah dilakukan, dan
seterusnya. Keunggulan menggunakan cara maserasi adalah proses
yang dilakukan dan prosedur pengerjaannya sederhana sehingga
lebih mudah dilakukan serta dapat menjaga senyawa-senyawa yang
memiliki sifat termolabil untuk tidak rusak.
2) Perkolasi

Perkolasi adalah cara ekstraksi menggunakan pelarut yang
selalu baru dalam penyempurnaan proses ekstraksi dan biasa
dilakukan didalam suhu kamar. Proses perkolasi dilakukan dengan
cara membasahi serbuk sampel yang berada dibagian atas dalam
perkolator dan dibiarkan menetes secara perlahan kebawah.
Keunggulan metode perkolasi adalah sampel ekstraksi akan selalu
dialiri oleh pelarut baru. Sementara itu kekurangannya ketika
sampel yang digunakan tidak homogen akan menyebabkan pelarut
kesulitan untuk masuk keseluruh area. Selain itu metode ini
membutuhkan pelarut dan waktu yang banyak (Tetti, 2014).

b. Cara Panas
1) Refluks

Refluks merupakan proses ekstraksi dengan mengatur

temperatur berdasarkan titik didih dari pelarut yang digunakan

selama waktu yang telah ditentukan. Biasanya pengulangan dari
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residu pertama akan dilakukan sebanyak 3-5 kali untuk
mendapatkan hasil yang optimal. Proses refluks dilakukan dengan
cara memasukkan sampel yang telah dicampurkan dengan pelarut
kedalam labu untuk dihubungkan dengan kondensor. Kemudian
pelarut didalam labu dipanaskan sampai titik didih yang telah
ditentukan sehingga uap dari pelarut akan masuk kedalam labu
penampung karena mengalami kondensasi.
Soxhlet

Soxhlet merupakan cara ekstraksi yang memakai pelarut
dalam keadaan selalu baru dan biasanya mengalami reaksi secara
berkesinambungan karena memakai alat khusus serta jumlah
pelarutnya relatif dalam keadaan konstan dengan tersedianya
pendingin balik. Proses ekstraksi dengan cara ini dilakukan dengan
meletakkan sampel yang telah diserbukkan pada sarung selulosa
atau kertas saring dalam klonsong dan diletakkan diantara labu dan
kondensor. Keunggulan metode ini melakukan proses ekstraksi
secara berkesinambungan dengan menggunakan pelarut murni dari
hasil kondensasi sehingga pelarut yang dibutuhkan tidak banyak dan
tidak membutuhkan banyak waktu. Sementara itu kerugian
menggunakan metode ini adalah senyawa yang memiliki sifat
termolabil sulit terdegradasi karena terus menerus berada didalam

titik didih pada prosesnya.
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3) Digesti
Digesti merupakan proses ekstraksi dengan cara maserasi
yang dilakukan secara kinetik atau dengan pengadukan secara terus-
menerus dengan menggunakan suhu yang lebih tinggi daripada suhu
ruang, biasanya antara 40-50 °C.
4) Infus
Infus merupakan metode ekstraksi yang menggunakan
pelarut berupa air yang dipanaskan didalam penangas air yang berisi
air mendidih dengan suhu 86-98 °C selama 15-20 menit.
5) Dekok
Deklok merupakan metode infus yang menggunakan waktu

lebih lama dengan suhu mencapai titik didih air.

2.9. Metabolit Sekunder Fungi Endofit

Fungi endofit umumnya dapat melakukan proses metabolit primer dan
metabolit sekunder. Proses metabolit primer mencakup kedalam proses
katabolisme dan anabolisme dengan dengan cara mengambil nutrien yang ada
dilingkungannya dan dimanfaatkan untuk proses produksi metabolit primer
sebagai kebutuhan dalam pertumbuhan fungi endofit. Metabolit sekunder
merupakan kebalikan dari metabolit primer, karena metabolit sekunder tidak
dibutuhkan dalam perkembangan dan pertumbuhan fungi endofit (Kavanagh,
2005). Fungi mulai memproduksi metabolit sekunder ketika fase pertumbuhan
fungi akan mengalami tahap akhir dan berganti untuk masuk pada fase
stasioner. Metabolit sekunder yang dibentuk pada fase stasioner disebut dengan

istilah idiofase (Carlile et al., 2001). Menurut Devaraju & Satish (2011) bahwa
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metabolit sekunder diproduksi oleh fungi endofit secara ekstraseluler yakni

dengan cara disekresikan.

Biosynthesis pathways atau jalur pembentukan senyawa metabolit
sekunder memiliki jalur yang berbeda-beda berdasarkan dari senyawa
metabolit yang dihasilkan. Prekursor yang utama dalam pembentukan senyawa
metabolit sekunder terdapat tiga macam yaitu asam amino, asam shikimat, dan
asetil-CoA. Asam amino sendiri merupakan prekursor dalam biosintesis
senyawa-senyawa golongan alkaloid serta beberapa antibiotik yang banyak
dimanfaatkan oleh industri kesehatan yaitu penisilin dan sefalosporin. Asam
shikimat sendiri merupakan prekursor dalam biosintesis senyawa-senyawa
aromatik seperti asam sinamat, asam amino aromatik, dan macam-macam
senyawa polifenol seperti Flavonoid (Nabavi et al. 2018). Asetil-CoA adalah
prekursor dalam biosintesi senyawa polifenol, poliasetilen, antibiotik
makrosilik, prostaglandin, dan isoprenoid (steroid, terpen, dan karotenoid)

(Mann, 1995).

2.10. Senyawa Radikal Bebas

Senyawa radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki
satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbitalnya sehingga memiliki
sifat yang tidak stabil. Molekul ini mencari kestabilan dengan cara mengikat
elektron yang dimiliki oleh molekul lain seperti DNA, protein, karbohidrat, dan
lemak. Elektron dari molekul lain yang telah diambil oleh radikal bebas akan
menyebabkan molekul tersebut berubah menjadi radikal bebas juga, hal ini

menyebabkan reaksi berantai yang sangat berbahaya karena dapat merusak sel
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(Droge, 2002). Tubuh manusia juga menghasilkan radikal bebas secara alami
dalam metabolismenya seperti reactive nitrogen species (RNS) dan reactive

oxygen species (ROS) (Alisi et al, 2008).

2.11. Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang sangat penting untuk melawan
radikal bebas karena antioksidan dapat menyumbangkan elektronnya yang
akan membuat radikal bebas menjadi stabil. Antioksidan yang diproduksi
didalam tubuh manusia berfungsi untuk mengontrol radikal bebas seperti
reactive oxygen species (ROS) dan reactive nitrogen species (RNS). Paparan
radikal bebas dari luar tubuh menyebabkan antioksidan yang diproduksi oleh
tubuh manusia tidak dapat mengatasi sampai terjadi stress oksidatif, oleh sebab
itu perlunya pemberian asupan antioksdian yang berada dari luar tubuh

manusia (Lobo et al., 2010).

Senyawa kimia yang dapat digunakan sebagai antioksidan adalah
golongan fenol dan polifenol yang banyak ditemukan didalam jaringan
tumbuhan seperti karotenoid, vitamin C, dan vitamin E. Antioksidan sangat
penting digunakan sebagai tolak ukur terhadap kesehatan manusia dengan
melihat reaksi oksidasi didalam tubuh. Radikal bebas yang berada didalam
tubuh manusia seperti ROS dan RNS tidak selalu memberikan dampak yang
merugikan, salah satu fungsi dari senyawa oksidan reaktif bagi tubuh manusia
adalah digunakan untuk membunuh bakteri pathogen yang masuk didalam
tubuh. Oleh sebab itu antioksidan sangat diperlukan untuk tetep menjaga

kestabilan antara antioksidan dan radikal bebas dalam tubuh (Winarsi, 2007).
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Kinerja yang berlebihan dapat menyebabkan tubuh mengalami stress
oksidatif sehingga otot-otot yang ada didalam tubuh akan lelah secara
berlebihan. Islam mengajarkan bahwa manusia supaya dapat hidup sederhana
dan tidak berlebihan seperti saat makan. Makan berlebihan akan menyebabkan
kinerja didalam lambung bekerja lebih keras dari kapasitasnya. Hal ini
memungkinkan untuk terjadinya stress oksidatif saat tubuh mulai lelah
sehingga menyebabkan banyak kemungkinan buruk yang dapat terjadi seperti
masuknya patogen atau rusaknya sel. Al-Qur’an surat Al-A’raf (7) ayat 31

yang menjelaskan bahwa manusia tidak diperkenankan untuk berlebih-lebihan.

O 7 5% Dc} je4 /,O} ’J,O)}, > -~ w2 - » 2 -7 ¢ Ss . P
Cnd el S NLAL T I3 Y5 157815 1565 sl Jne sy Vi 231 0
Artinya: “Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap

(memasuki) mesjid, makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan.
Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan .

Berdasarkan ayat diatas dapat dipahami bahwa islam tidak mengajarkan
untuk melakukan hal-hal yang melebihi kapasitas tubuh manusia terlebih
dalam mengkonsumsi makanan. Karena dapat menyebabkan organ pencernaan
tidak stabil dalam melakukan kinerjanya dalam mencerna makanan tersebut

(Rahmawati, 2017).
2.12. Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia merupakan suatu cara yang digunakan dalam
melakukan identifikasi senyawa bioaktif yang belum terlihat menggunakan
suatu pemeriksaan atau tes uji. Pemeriksaan ini dapat membuat kandungan
fitokimia tertentu yang terdapat didalam suatu bahan alam terpisah dengan

cepat. Skrining fitokimia merupakan langkah awal atau pendahuluan untuk
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menggambarkan suatu senyawa yang terkandung didalam bahan alam seperti
tumbuhan. Skrining fitokimia dilakukan dengan cara mengamati perubahan
warna yang terjadi akibat reaksi pada sampel yang telah diberi pereaksi. Poin
penting pada metode skrining fitokimia adalam pemilihan senyawa pelarut dan

metode ekstraksi (Kristianti dkk, 2008).

Fitokimia merupakan suatu disiplin ilmu yang memiliki tujuan utama
pembelajaran tentang unsur-unsur kimia tumbuhan (Mendoza and Silva, 2018).
Senyawa fitokimia sendiri merupakan senyawa Kimia yang berasal dari
tumbuhan yang baik dikonsumsi karena dapat memberikan manfaat kesehatan
secara medis. Fitokimia yang berasal dari bahan nabati juga terbukti berperan
penting dalam menjaga kesehatan kita. Berbagai macam penelitian telah
dikembangkan tentang senyawa fitokimia yang dapat berperan aktif dalam
melindungi tumbuh dari serangan penyakit degeneratif seperti kanker dan
penyakit jantung (Tiwari et al, 2013). Selain digunakan dalam pengobatan
penyakit degeneratif, senyawa fitokimia dalam bidang farmasi juga
dimanfaatkan sebagai obat infeksi jamur dan bakteri (Mendoza and Silva,

2018).

Definisi lain tentang fitokimia menurut Mendoza and Silva (2018)
menyatakan bahwa fitokimia dapat diartikan sebagai ilmu yang bertanggung
jawab dalam mempelajari senyawa kimia yang dihasilkan oleh tumbuhan.
Senyawa-senyawa tersebut merupakan molekul atau produk metabolik hasil
dari proses metabolisme sekunder yang tidak menjadi kebutuhan pokok dari

organisme yang menghasilkannya namun dapat dimanfaatkan dalam bidang
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farmakologi. Oleh sebab itu senyawa ini biasa disebut sebagai senayawa

metabolit sekunder (Pratiwi, 2015).

Bidang fitokimia telah mengembangkan banyak metode atau teknik
mulai dari persiapan sampel jaringan tumbuhan hingga teknik yang lebih
canggih untuk mempelajari struktur organik. Skrining fitokimia terus
dikembangkan karena proses pencarian mengenai produk-produk baru dalam
industri farmasi dan agrokimia harus dilakukan optimasi secara terus-menerus

yang berkelanjutan (Dreyfuss and Chapela, 1994).

Tumbuhan hidup memiliki keterkaitan dengan mikroorganisme dalam
berbagai tingkat interaksi. Asumsi tersebut menjadi pemicu tentang wawasan
mikrobioma tumbuhan, mikrobioma ini diartikan sebagai genom Kkolektif
mikroorganisme yang hidup dalam kontak dengan tumbuhan (Schlaeppi et al.,
2015). Pada konsep baru menganai evolusi tumbuhan juga telah
dipertimbangkan bahwa adanya peran dasar dari fungi endofit terkait (Schulz

etal., 2015).

2.13. Flavonoid

Flavonid merupakan bagian dari beberapa senyawa metabolit sekunder
yang banyak ditemukan didalam jaringan tumbuhan. Flavonoid masuk dalam

golongan fenolik yang memiliki struktur C6-C3-C6 seperti pada gambar 2.9.

Gambar 2.9. Struktur Dasar Senyawa Flavonoid
(Sumber: Panche et al.,2016).
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Flavonoid memiliki susunan kerangka yang terdiri dari 1 cincin
aromatik A, aromatik B, dan cincin tengah heterosiklik yang memiliki
kandungan oksigen. Bentuk teroksidasi cincin ini menjadi dasar dalam
penentuan flavonoid pada sub-sub yang lain. Posisi karbon yang berada
disekitar molekulnya dibedakan dengan menggunakan sistem penomoran

(Redha, 2010).

Flavonoid dapat dibagi lagi menjadi beberapa subkelompok yang
berbeda tergantung pada 3 hal yaitu karbon dari cincin C dimana cincin B
terpasang, tingkat jenuh, dan oksidasi cincin C. Flavonoid di mana cincin B
terhubung pada posisi 3 cincin C disebut isoflavon. Mereka yang masuk
dimana cincin B dihubungkan pada posisi 4 disebut neoflavonoid, sementara
yang cincin B terhubung di posisi 2 selanjutnya dapat dibagi lagi menjadi
beberapa subkelompok pada d asar fitur struktural dari cincin C. Subkelompok
flavonoid terdiri atas: flavon, flavonol, flavanon, flavanonol, flavanol atau

katekin, antosianin, dan kalkon (Sadhana, 2013).

a. Flavon
Flavon adalah salah satu subkelompok penting flavonoid dan
banyak terdapat didalam daun, bunga, maupun buah-buahan. Sebagian
besar senyawa flavon dari sayuran dan buah-buahan memiliki gugus
hidroksil berada pada posisi 5 dari cincin A, sementara hidroksilasi di posisi
lain, namun sebagian besar berada diposisi 7 dari cincin A atau 3’ dan 4’ dari

cincin B. Hal ini bervariasi sesuai dengan klasifikasi dari taksonomi sayur
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atau buah tertentu. Struktur dari senyawa flavon dapat dilihat pada gambar

2.10 (Panche et al.,2016).

Gambar 2.10. Struktur dari senyawa flavon.
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)

b. Flavonol

Flavonol adalah flavonoid dengan kelompok keton yang banyak
terdapat didalam diberbagai macam buah dan sayuran. Flavonol yang paling
banyak dipelajari adalah kaempferol, quercetin, myricetin dan fisetin.
Bawang, kangkung, selada, tomat, apel, anggur, dan beri adalah sumber
flavonol yang kaya. Terlepas dari buah dan sayuran, teh dan anggur merah
juga merupakan sumber flavonol. Asupan flavonol ditemukan terkait
dengan berbagai manfaat kesehatan yang termasuk potensi antioksidan.
Dibandingkan dengan flavon, flavonol memiliki gugus hidroksil posisi 3
dari cincin C. Flavonol merupakan subkelompok yang umum dan terbesar
dari senyawa flavonoid yang berada didalam buah dan sayuran. Sebagai
contoh, quercetin hadir dibanyak makanan nabati. Strukrur dari senyawa

flavonol dapat dilihat pada gambar 2.11 (Iwashina, 2013).

Gambar 2.11. Struktur dari senyawa flavonol
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)
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Flavanon

Flavanon merupakan subkelompok penting lain yang biasa hadir
dalam buah jeruk, lemon dan anggur. Hesperitin, naringenin, dan eriodictyol
adalah contohnya kelas flavonoid. Flavonon dikaitkan dengan sejumlah
manfaat kesehatan karena mampu membersihkan radikal bebas. Senyawa
ini bertanggung jawab untuk rasa pahit dari jus dan kulit buah jeruk.
Flavonoid pada jeruk memberikan efek farmakologis yang menarik sebagai
antioksidan, anti-inflamasi, penurun lipid darah dan kolesterollowering
agen. Flavanon juga disebut dihidroflavon karena miliki cincin C jenuh,
Oleh karena itu berbeda seperti flavon yang memiliki ikatan ganda antara
posisi 2 dan 3 jenuh. Hal ini hanya menjadi perbedaan struktural antara
kedua sub kelompok flavonoid. Gambar dari struktur flavanone dapat

dilihat pada gambar 2.12 (Iwashina, 2013).

ve

O

Gambar 2.12. Struktur dari senyawa flavonon.
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)

Isoflavon

Isoflavon merupakan subkelompok besar flavonoid yang sangat
khas. Isoflavonoid hanya terdistribusi secara terbatas didalam kingdom
tumbuhan dan sebagian besar ditemukan pada kedelai dan tanaman

polongan lainnya. Beberapa isoflavon juga pernah dilaporkan hadir didalam
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mikroba. Mereka juga ditemukan memainkan peran penting sebagai
pendahulu untuk pembangunan phytoalexins selama interaksi mikroba
tanaman. Gambar struktur dari senyawa isoflavon dapat dilihat pada gambar

2.13 (Panche et al., 2016).

Gambar 2.13 Struktur dari senyawa isoflavon.
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)

e. Flavanol atau katekin
Flavanol juga disebut sebagai dihidroflavonol atau katekin yang
merupakan 3-hidroksi turunan dari flavanon. Selain itu flavanol juga disebut
flavan-3-ols karena gugus hidroksil selalu terikat pada posisi 3 dari cincin
C. Tidak seperti kebanyakan subkelompok flavonoid lainnya, flavanol tidak
memiliki ikalatan ganda antara posisi 2 dan 3. Gambar dari strukur flavanol

dapat dilihat pada gambar 2.14 (Panche et al.,2016).

ilcj:?
Gambar 2.14. Struktur dari senyawa flavanol.
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)

f.  Antosianin
Antosianin merupakan pigmen yang bertanggung jawab atas warna

pada tanaman, bunga dan buah-buahan. Antosianin yang paling sering
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dipelajari adalah cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin dan
peonidin. Mereka terdistribusi terutama pada lapisan sel luar buah seperti
blackcurrant, anggur merah, rasberi, stroberi, blueberry, dan blackberry.
Warna antosianin tergantung pada pH dan juga metilasi atau asilasi gugus
hidroksil pada cincin A dan B. Gambar dari strukutur senyawa antosianin

dapat dilihat pada gambar 2.15 (Panche et al., 2016).

D"'
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-

Gambar 2.15 Struktur dari senyawa antosianin.
(Sumber: Nishiumi et al., 2014)

OH

Kalkon

Kalkon merupakan subkelas flavonoid yang memiliki ciri khas
dengan tidak adanya cincin c dari struktur kerangka flavonoid dasar. Oleh
sebab itu, mereka juga dapat disebut sebagai flavonoid rantai terbuka.
Contoh utama yang termasuk senyawa kalkon adalah phloridzin, arbutin,
phloretin dan chalconaringenin. Gambar dari struktur kalkon dapat dilihat

pada gambar 2.16 (Panche et al.,2016).
O
JC

Gambar 2.16 Struktur dari senyawa kalkon.
(Sumber: Panche et al.,2016).
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Flavonoid terdistribusi disemua bagian tumbuhan seperti nektar,
bunga, daun, batang, buah, dan biji. Kuersetin menjadi tolak ukur dalam
menentukan kandungan total flavonoid yang berada pada ekstrak suatu
tanaman. Analisis kandungan flavonoid akan dibantu dengan menambahkan
AICl3 yang merupakan asam lewis agar dapat bereaksi dengan sampel yang
mengandung flavonoid dan akan membentuk suatu ikatan kompleks dengan
gugus hidroksil yang terdapat pada senyawa flavonoid. Perubahan pada
sampel akan diidentifikasi menggunakan spektrofotometri Uv-Vis.
Pengamatan secara visual pada sampel akan terlihat pada kadar flavonoid
yang tinggi memiliki warna kuning yang semakin pekat dan kadar rendah
akan membuat sampel memiliki warna kuning semakin pudar (Neldawati,

2013).

Senyawa flavonoid yang ada didalam tumbuhan jarang sekali
ditemukan dalam keadaan aglikon atau tunggal akan tetapi dalam bentuk
glikosida. Oleh sebab itu dalam menganasilis flavonoid diperlukan untuk
melakukan hidrolisis pada glikosida untuk memecah ikatannya dengan
flavonoid. Proses hidrolisis untuk mendapatkan bentuk tunggal flavonoid
dapat menggunakan HCI yang mampu menghidrolisis o-glikosil pada
glikosida. Ketika glikosil terhidrolisis maka atom H* dari larutan HCI yang
punya keelektronegatifan kuat akan menggantikan posisi glikosil. Serbuk
Mg yang ditambahkan menyebabkan ion magnesium berikatan dengan
senyawa flavonoid sehingga terbentuk senyawa kompleks yang memiliki
warna merah. Panjang gelombang senyawa flavonoid dapat dilihat pada

tabel 2.2 (Ridho, 2013).
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Table 2.2 Panjang gelombang spektrum senyawa golongan flavonoid.

A maksimum (nm) A maksimum tambahan (nm) Golongan flavonoid
475-560 + 275 (55%) Antosianin
390-430 240-270 (32%) Auron
365-390 240-260 (30%) Khalkon
350-390 + 300 (40%) Flavonol
250-270
330-350 . . .
250-270 Tidak ada Flavon dan biflavonil
2152?20 310-330 (30%) Flavonol dan Flavonon
255-265 310-330 (25%) Isoflavon

Sumber: Salmia, 2016

Kuersetin dan glikosidanya masuk dalam golongan flavonol dan
memiliki jumlah yang besar antara 60-75% dari total flavonoid. Atom yang
tidak stabil dapat ditangkap oleh kuersetin dengan cara menyumbangkan
elektronnya pada senyawa radikal bebas. Kuersetin sebagai antioksidan
tidak akan berubah menjadi senyawa radikal bebas saat menerima atau
menyumbangkan elektronnya dan tetap stabil. Struktur kuersetin dapat

dilihat pada gambar 2.17 (Fatima et al., 2016).

Gambar 2.17 Struktur Kuersetin.
(Sumber: Panche et al.,2016).

2.14. Integrasi Keislaman

Flavonoid yang dapat digunakan sebagai antioksidan alami untuk
membantu mengontrol oksidan yang berada didalam tubuh banyak ditemukan

didalam jaringan tumbuh-tumbuhan. Allah SWT telah menciptakan berbagai
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macam tumbuhan di bumi, hal ini telah dijelaskan didalam Al-Qur’an surat Asy

Syu’ara (26) ayat 7-9.

- o w2 . ’:’.i,, .’i’; T 5% ’i
(V) 225 35 § o o ESI 05 (YT )53 A 5
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, bertapa banyaknya

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan
yang baik? .

2 <\ > /,E‘i/ a3 -1tz . &
(A) Gnele (Rl 58 G5 B QU5 3 O

Artinya: “Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat suatu tanda
kekuasaan Allah, tetapi kebanyakan mereka tidak beriman .

(3) 2l 505500 580 065 &)

Artinya: “Dan sesungguhnya Tuhanmu benar-benar Dialah Yang Maha
Perkasa lagi Maha Penyayang”.

Ayat N1 ) 155 (J 31 merupakan teguran ataupun seruan untuk manusia

dibumi agar lebih memperhatikan seluruh bumi yang mana telah diciptakan

berbagai mancam hal yang dapat diamati. Dalam ayat 3 5 oo G Lw:\ S

dijelaskan bahwa dibumi telah banyak ditumbuhkan berbagai macam tumbuhan

yang baik. Lafadz <& menunjukkan keanekaragaman tumbuhan yang berada

dibumi, tidak hanya soal jumlah akan tetapi dari jenis-jenisnya juga seperti buah
naga merah. Lafadz karim pada ayat diatas mengisyaratkan bahwa banyak
tumbuhan yang baik dan dapat dimanfaatkan baik bagi manusia ataupun
mahkluk hidup lain. Manusia banyak memanfaatkan tumbuhan sebagai sumber

pemenuhan kebutuhan pokok dan obat-obatan (Shihab, 2002).
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Salah satu tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan
adalah buah naga merah karena memiliki kandungan flavonoid sehingga
berpotensi sebagai antioksidan untuk membantu dalam menangkal radikal
bebas. Berdasarkan hasil dari penelitian Widianingsih (2017) dapat diketahui
bahwa buah naga merah memiliki potensi sebagai sumber antioksidan alami
karena memiliki kandungan flavonoid sebesar 11,381 HgQE/g ekstrak.
Pemanfaatan lebih jauh adalah menggunakan fungi endofit yang diambil dari

Hylocereus polyrhizus.



BAB Il1

METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian yang dilakukan dengan metode
eksplorasi dengan cara mengisolasi fungi endofit dari bagian kulit dan buah
tumbuhan buah merah (Hylocereus polyrhizus) yang didapatkan dari Desa
Wringinputi Kecamatan Muncar Kabupaten Banyuwangi. Selain itu jenis
penelitian ini adalah kualitatif deskriptif. Penelitian kualitatif merupakan
penelitian nyang ditandai dengan tujuannya dalam memahami aspek-aspek
tertentu dan menghasilkan kata-kata atau pernyataan bukan angka sebagai data
yang akan dianalisis ((McCusker & Gunaydin, 2014). Penelitian kualitatif ini
dilakukan dengan cara melakukan penelitian kualitatif di Laboratorium dan
memakai beberapa sumber literasi dari buku-buku dan jurnal penelitian terkait.
Sedangkan disebut deskriptif karena dilakukan dengan cara menggambarkan suatu
tema yang dipaparkan dengan apa adanya.

3.2.Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Integrasi Universitas Islam
Negeri Sunan Ampel Surabaya dan dimulai pada bulan Desember 2019 sampai

dengan bulan Juli 2020 (Tabel 3.1)

51
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Tabel 3.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

No

Bulan
Okt Nov Des Jan Feb Juli

Kegiatan

01
02
03
04
05

Pembuatan Proposal & Sidang
Persiapan Penelitian

Proses Penelitian

Pembuatan Draft Skripsi
Seminar Hasil

3.3. Alat dan Bahan

3.3.1.

3.3.2.

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah erlenmeyer (tutup)
250 ml, pengaduk kaca, spatula besar, spatula kecil, inkubator shaker, labu
ukur 5 ml, kertas saring Whatman no.1, nampan, Laminar Air Flow (LAF)
cabinet, autoklasf, petri disk, bunsen, botol flakon, jarum ose, oven,
inkubator, pinset, corong pisah, corong, pipet ukur 10 ml, statif, kertas
label, oven, beaker glass, tabung reaksi, gelas ukur, gelas arloji, rak tabung
reaksi, timbangan analitik, pipet ukur, vortex, alumunium foil, mikroskop,
gelas objek, gelas cover, masker, hand glove, kertas tissu, kapas, alat tulis,
kamera.
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit buah naga
merah (Hylocereus polyrhizus), akuades, etanol p.a, etanol 70%, metanol
p.a, alkohol 70%, magnesium, plastik wrap, kapas, tissu, HCI,

kloramfenikol, PDB, PDA, dan natrium hipoklorit 5,3%.
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3.4. Prosedur Penelitian

3.4.1.

3.4.2.

Sterilisasi alat dan Bahan
Sterilisasi alat dilakukan dengan cara membuangkus alat-alat yang
bisa dibungkus dengan kertas seperti petri disk, penjepit, dan skalpel yang
selanjutnya dimasukkan kedalam plastik tahan panas. Alat-alat kaca yang
tidak dapat dibungkus kertas, ditutup dengan menggunakan alumunium
foul seperti gelas beaker, gelas ukur dan erlenmeyer. Selanjutnya semua
alat dimasukkan kedalam autoklaf dengan suhu 121 °C tekanan 1 atm
selama 15 menit.
Pembuatan Media
a. Pembuatan Media PDA untuk Isolasi Fungi Endofit
Suspensi media PDA ditimbang sebesar 39 gram dalam 1 L
akuades dan ditambahkan 0,2 gram kloramfenikol kemudian
dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 mL. Erlenmeyer ditutup dengan
alumunium foil kemudian seluruh bahan dalam erlenmeyer dipanaskan
sampai mendidih diatas hot plate dan diaduk menggunakan strirer
hingga media menjadi homogen. Media yang telah homogen dilakukan
sterilisasi dengan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121 °C pada

tekanan 1 atm.
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b. Pembuatan Media PDB untuk Fermentasi
Media PDB suspensi dibuat dengan menimbang 24 gram media
dalam 1000 mL akuades yang dimasukkan kedalam erlenmeyer.
Erlenmeyer ditutup dengan alumunium foil kemudian seluruh bahan
dalam erlenmeyer dipanaskan sampai mendidih diatas hot plate dan
diaduk menggunakan strirer hingga media menjadi homogen. Media
yang telah homogen dilakukan sterilisasi dengan autoklaf selama 15

menit pada suhu 121 °C pada tekanan 1 atm.

Isolasi Fungi Endofit dari Kulit Buah Naga Merah

Isolasi fungi endofit pada kulit buah naga merah yang merupakan
inang dilakukan berdasarkan metode dari Praptiwi et al. (2015). Sampel
tumbuhan dibilas menggunakan air kran kemudian disterilisasi dengan cara
melakukan perendaman secara berturut-turut dalam etanol 70% selama 2
menit, larutan natrium hipoklorit 5,3% selama 5 menit, etanol 70% selama
30 detik, setelah itu sampel dibilas dengan akuades steril sebanyak dua kali
selama 2-5 detik. kemudian dikeringkan dalam kondisi yang aseptis.
Sampel yang sudah kering dipotong kecil (1x1 cm?) dan dibelah sehingga
jaringan dalamnya terlihat menggunakan pisau steril. Setelah itu sampel
diletakkan didalam media PDA yang telah disiapkan dengan posisi jaringan

bagian dalam diletakkan pada permukaan media. Selanjutnya sampel
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diinkubasi selama 1 minggu didalam suhu ruang. Semua proses dilakukan
didalam Laminar Air Flow (LAF).

Akuades pada bilasan terakhir digunakan sebagai kontrol dengan
mengambil 1 ml yang diletakkan dalam media PDA yang baru. Apabila
pada media tumbuh fungi maka dapat dipastikan sampel tersebut bukan
fungi endofit. Pengamatan pada kontrol dilakukan 2 hari sekali seiring
pertumbuhan fungi endofit (Tirtana et al, 2013).

Subkultur untuk Pemurnian Fungi Endofit

Fungi endofit yang tumbuh setelah proses isolasi di subkultur pada
media PDA baru. Subkultur dilakukan dengan mengambil biakan yang
dianggap berbeda menggunakan jarum ose berdasarkan morfologi
makroskopis yakni bentuk dan warna koloni. Subkultur terus dilakukan
sampal memperoleh isolat tunggal atau murni jamur endofit. Fungi endofit
diinkubasi pada suhu 25 °C selama 3-14 hari. Semua proses dilakukan
didalam LAF.

Pembuatan Stock Cultur

Proses Stock Culture dan Working Culture dilakukan dengan cara
menginokulasi koloni tunggal dari proses pemurnian kedalam 4 cawan
petri yang berisi media PDA. Inokulasi dilakukan dengan cara memotong

media PDA yang telah ditumbuhi jamur endofit dengan ukuran 1x1 cm dan
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selanjutnya diinokulasi pada media PDA baru. Empat cawan petri yang
berisikan biakan murni tersebut diinkubasi selama 7 hari sampai terjadi
sporulasi. Kemudian 2 cawan diambil dan disimpan dalam suhu 4 °C
digunakan sebagai stock culture.
Identifikasi Fungi Endofit

Isolat tunggal yang telah didapatkan diidentifikasi dengan
menggunakan bantuan buku dari Ellis & Ellis (1985), Watanabe (2002),
Webster & Weber (2007), Gadjar (1999). Isolat fungi endofit diidentifikasi
dengan cara melihat pengamatan makroskopis dan mikroskopis. Umumnya
upaya pertama untuk melakukan identifikasi adalah dengan cara
membandingkan ciri-ciri yang dimiliki isolat fungi tersebut dengan spesies
fungi yang telah dikenal. Selain menggunakan panduan buku identifikasi
yang telah disebutkan diatas, beberapa database online dapat digunakan
sebagai cara untuk mendapatkan deskripsi, distribusi, daftar spesies dan
lain sebagainya. Contoh database yang dapat digunakan seperti:

https://mycology.adelaide.edu.au

https://microbenotes.com

Pengamatan karakter makroskopis isolat fungi endofit dilakukan
dengan cara melihat morfologi koloni seperti pada warna koloni, warna

reverse koloni (balik), tekstur permukaan koloni (granular, seperti kapas,


https://mycology.adelaide.edu.au/
https://microbenotes.com/
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tepung, atau seperti beludru; menggunung atau licin), ada tidaknya tetes
eksudat, garis-garis radial dan kosentris (zonasi) (Gadjar, 1999).
Pengamatan Mikroskopis dilakukan dengan cara menyiapkan
preparat pengamatan isolat terlebih dahulu. Pembuatan preparat isolat
fungi endofit dengan bantuan mikroskop dilakukan dengan membersihkan
kaca preparat yang akan digunakan beserta cover glassnya. Langkah kedua
diteteskan akuades diatas kaca preparat kemudian miselium yang telah
bersporulasi diambil dan diletakkan pada akuades yang berada diatas kaca
preparat. Setelah itu kaca preparat ditutup dengan cover glass dengan hati-
hati, air yang keluar diserap menggunakan tissu. Kemudian preparat telah
siap untuk diamati dibawah mikroskop dari perbesaran kecil ke besar.
Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan mengamati bagian-bagian
seperti bagian hifa (septa, warna, bentuk), spora aseksual, spora seksual
(Gadjar, 1999).
3.4.7. Proses Ekstraksi Fungi Endofit Kulit Buah Naga Merah
a. Fermentasi Fungi Endofit
Isolat tunggal fungi endofit yang telah didapatkan diambil
serabut hifanya dengan menggunakan jarum ose steril kemudian

difermentasikan dalam erlenmeyer yang berisi 100 ml media PDB.
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Kemudian dilakukan inkubasi selama 4 minggu didalam ruang inkubasi
pada suhu sekitar 25 °C.
Ekstraksi Fungi Endofit

Ekstraksi dilakukan dengan cara mengambil labu erlenmeyer
hasil fermentasi kemudian isolat dipisah antara biomassa dengan
filtratnya menggunakan kertas saring. Biomassa fungi endofit
dikeringkan dan dimaserasi dengan etanol sebanyak 25 ml selama 24

jam kemudian hasil maserasi diuji kandungan flavonoidnya.

3.4.8. Skrining Kandungan Flavonoid

a.

b.

Penyiapan Serbuk Mg dan HCI

Serbuk Mg sebanyak 5 mg ditimbang menggunakan timbangan
analitik kemudian diletakkan dan dibungkus menggunakan alumunium
foil. Larutan HCI pekat yang akan digunakan disiapkan dan diletakkan
didalam botol vial dan pipet tetes juga disiapkan terlebih dalu.
Pemakaian masker sangat penting mengingat aroma yang dihasilkan
HCI cukup berbahaya jika dihirup.
Analisis Kualitatif

Sebanyak 10 ml sampel hasil ekstraksi ditambah sedikit bubuk

magnesium yang telah disipakan sebelumnya, kemudian ditambahkan
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HCI pekat beberapa tetes. Reaksi posistif mengandung flavonoid
dibuktikan dengan terbentuknya warna jingga atau merah magenta.
3.4.9. Potensi Antioksidan Isolat Fungi Endofit
Pengumpulan data dilakukan dengan menggunakan teknik atau

metode literatur review yaitu mengumpulkan data-data yang telah
diketahui dari hasil penelitian terkait sebelumnya kemudian dikaitkan
dengan pembahasan dari uji kualitatif. Sumber literatur yang diambil harus
dari sumber yang terpercaya. Setelah data-data yangdiperlukan telah
terkumpul, maka dilakukan proses analisis data tersebut. Metode tersebut
digunakan dengan harapan mampu memberi pemahaman yang utuh dengan
teknik seperti:
a. Kutipan langsung, adalah tidak merubah isi dari sumber rujukan yang

diambil.

b. Kutipan tidak langsung, adalah menulis inti bacaan dari sumber rujukan.

Berdasarkan teknik yang telah disebutkan diatas diharapkan dapat
membantu dalam upaya mengetahui potensi isolat fungi endofit yang telah

diisolasi dari kulit buah Hylocereus polyrhizus.

3.5. Analisis Data

Data yang didapatkan pada penelitian ini, dianalisis secara deskriptif .
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi, identifikasi serta uji
kandungan flavonoid pada isolat fungi endofit dari kulit buah naga merah (Hylocereus
polirhizus) yang berpotensi sebagai antioksidan. Media yang digunakan untuk
menumbuhkan fungi endofit adalah media PDA (Potato dextrose agar) dan fermentasi
menggunakan media cair PDB (potato dextrose broth). Hasil identifikasi isolat fungi
endofit yang diperoleh menunjukkan dua jenis fungi yang berbeda. Selain itu uji
Willstatter yang menggunakan serbuk Mg dan HCI juga menunjukkan hasil positif
pada kedua isolat fungi endofit. Hasil uji menunjukkan perubahan warna menjadi
jingga. Menurut Septyaningsih (2010) terjadinya perubahan warna ini diakibatkan oleh

terbentuknya garam flavilium.

4.1. Isolasi Fungi Endofit

Proses isolasi fungi endofit dari kulit buah naga merah (H. polyrhizus)
dilakukan dengan metode surface sterilisation dengan menggunakan alkohol dan
NaOCIl. Metode ini dilakukan untuk membunuh kontaminan yang berada
dipermukaan jaringan tumbuahn (Waheeda & Shyam, 2017). NaOCI digunakan
sebagai disinfektan untuk yang digunakan untuk mendisinfeksi, sehingga

sebagaian besar organisme patogen yang terbawa oleh sampel akan hilang.

60
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Sementara alkohol juga digunakan untuk membunuh dan menghilangkan semua
organisme, sehingga sampel bisa menjadi benar-benar steril (Moran, 2018).
Setelah dilakukan sterilisasi, maka isolasi jaringan kulit buah tumbuhan
Hylocereus polyrhizus akan menghasilkan isolat fungi endofit yang tumbuh dari
dalam jaringan kulit buah tersebut karena faktor kontaminan dari luar jaringan
kulit buah telah disterilkan. Setelah masa inkubasi 7 hari, isolat fungi endofit yang
tumbuh dalam media PDA. Isolat fungi endofit dari jaringan kulit H. polyrhizus

dapat dilihat pada gambar 4.1.

Gambar 4.1. Fungi endofit tumbuh dari dalam jaringan kulit buah H. polyrhizus
(Data pribadi, 2020)

Fungi endofit yang tumbuh dari jaringan kulit buah H. polyrhizus
kemudian dimurnikan untuk mendapatkan isolat fungi endofit yang murni.
Berdasarkan hasil pemurnian, telah didapatkan 2 isolat murni fungi endofit yang
berbeda seperti yang terlihat pada gambar 4.2. dan gambar 4.3. Fungi endofit yang
telah dimurnikan dan diletakkan kedalam masing-masing cawan kemudian

diinkubasi selama 7 hari dalam suhu ruang.
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Sampel pada penelitian ini diambil dari bagian kulit buah tumbuhan H.
polyrhizus yang digunakan untuk isolasi fungi endofit. Pertimbangan dalam
mengambil tumbuhan untuk isolasi fungi endofit ditentukan berdasarkan Strobel
dan Daisy (2003) sebagai berikut: (1) tumbuhan memiliki asal lingkungan yang
unik sehingga punya keadaan biologis yang tidak biasa serta kemampuan dalam
bertahan hidup pada kondisi krisis, (2) tumbuhan etnobotani atau biasa
dimanfaatkan masyarakat, (3) tumbuhan endemik, (4) dan tumbuhan yang hidup
dalam area dengan keanekaragaman hayati yang tinggi. H. polyrhizus dipilih
sebagai sampel untuk melakukan isolasi fungi endofit karena tumbuhan ini
merupakan tumbuhan yang telah diuji memiliki metabolit sekunder yang salah
satunya dapat digunakan sebagai antioksidan, selain itu kulit buah H. polyrhizus
banyak tidak dimanfaatkan oleh masyarakat pada umumnya oleh sebab itu
perlunya dilakukan penelitian untuk menyelidiki potensi dalam dunia pengomatan

sebagai upaya mengembangkan industri pengobatan.

Hasil dari penelitian ini menjadi bukti bahwa fungi endofit merupakan
mikroorganisme yang hidup berasosiasi didalam jaringan fungsional tumbuhan
seperti daun, kulit, batang, dan buah. Serta tumbuhan yang menjadi inang tidak
mendapat gejala negatif dan dalam keadaan sehat sehingga tidak menjadi ancaman
bagi tumbuhan itu sendiri (Praptiwi et al, 2018). Pada tumbuhan tingkat tinggi

dapat berasosiasi dengan beberapa jenis fungi endofit yang dapat memproduksi



4.2.

63

senyawa metabolit sekunder yang disebabkan transfer genetik atau koevolusi dari
tumbuhan inang kedalam fungi endofit ( Nisa, 2018). Oleh sebab itu penelitian ini
telah menunjukkan bahwa fungi endofit memiliki potensi untuk menggantikan

tumbuhan aslinya sebagai produsen metabolit sekunder untuk industri pengobatan.

Pemurnian isolasi fungi endofit yang tumbuh pada media PDA dimurnikan
berdasarkan ciri morfologinya dan didapatkan hasil 2 isolat fungi endofit yang
kemudian diberi kode isolat FE1 dan FE2. Kedua isolat fungi endofit tersebut
kemudian diidentifikasi berdasarkan dari ciri-ciri morfologi makroskopik dan

mikroskopik sehingga dapat diketahui jenis dari isolat fungi endofit tersebut.
Identifikasi Isolat Fungi Endofit
4.2.1. Identifikasi Isolat FE1

Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik pada isolat FE1
dari kulit buah tumbuhan Hylocereus polyrhizus terlihat seperti pada tabel

4.1 (makroskopik) dan tabel 4.2 (mikroskopik).

Tabel 4.1. Hasil pengamatan makroskopik isolat FE1
Warna permukaan Warna balik koloni Tekstur permukaan
koloni koloni
Putih menjadi abu-abu
dengan perkembangan Putih kekuningan
sporangia

Tepi koloni

Cottony (seperti

kapas) Teratur, rapi

(Data pribadi, 2020)
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Tabel 4.2. Hasil pengamatan mikroskopik isolat FE1

Sp?)l::rljgiaoq‘or Sscfrnatrl:gl;ia Sporangiospora  Kolumela  Apofisis Rhizoid
Tegak dan Multispora dan
tidak bulat berbentuk bulat ada Tidak ada Tidak ada
bercabang

(Data pribadi, 2020)

A Pl B TR
Gambar 4.2. Visualisasi Isolat FE1. (A) Visualisasi isolat FE1 secara makroskopik. (B)
Visualisasi dalam pengamatan mikroskopik pada perbesaran 100x mikroskop binokuler
(C) 400x perbesaran.
Keterangan: 1. Koloni fungi endofit FE1 pada media PDA, 2. Kolumela, 3.
Sporangiofor, 4. Sporangia bulat tanpa apofisis, 5. Sporangiospora bulat, 6. Hifa hialin
dan tidak bersepta.
(Sumber: Dok. pribadi, 2020).

Koloni dari isolat FE1 tumbuh sampai menutupi permukaan
media PDA didalam cawan petri (gambar 4.2A). Isolat FE1 diamati
memiliki penampilan yang halus dan menyerupai permen kapas. Pada
bagian depan koloni memiliki warna yang putih pada awalnya namun akan
berubah menjadi coklat keabu-abuan pada beberapa waktu kemudian. Pada
bagian baliknya memiliki warna putih bersih. Pada pengamatan yang telah
dilakukan pada FE1 terlihat memiliki hifa yang tidak bersepta serta bagian

yang dapat dilihan antara lain sporangiofor, sporangia, dan spora. Hifa

digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id digilib.uinsby.ac.id
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memiliki warna hialin atau transparan. Sporangiofor memiliki bentuk yang
tegak dan pendek. Kemudian pada sporangium yang telah pecah terlihat
bagian kolumela yang merupakan ujung dari sporangiofor tanpa adanya
apofisis. Berdasarkan pengamatan isolat FE1 memiliki sporangia yang
berbentuk bulat yang berwarna abu-abu hingga hitam dengan
sporangiospora yang berada didalamnya. Pada pengamatan juga terlihat
sporangiospora yang menyebar akibat dari pecahnya dinding sporangium,
sporangiospora memiliki bentuk yang bulat atau kadang-kadang sedikit
lonjong. Hasil pengamatan isolat fungi endofit FE1 secara makroskopik
dan mikroskopik dapat dilihat pada gambar 4.2. Berdasarkan hasil
pengamatan tersebut diduga isolat FE1 masuk kedalam genus Mucor sp.
Identifikasi berdasarkan Watanabe (2010) dan Webster & Weber (2007)
menunjukkan bahwa isolat FE1 dapat diklasifikasikan sebagai berikut:
Kingdom : Fungi

Subkingdom  : Eumycota

Filum : Zygomycota
Kelas . Zygomycetes
Ordo : Mucorales
Famili : Mucoraceae

Genus > Mucor
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Mucor sp. pada media PDA memiliki ciri-ciri morfologi koloni
yang berwarna putih dan akan menjadi coklat ke abu-abuan pada saat
umurnya telah semakin tua. Warna balik atau reverse akan berubah dari
putih menjadi putih kekuningan (Gadjar, 1999; Nguyen et al. 2016).
Sporangium memiliki bentuk bulat dengan ukuran diameter antara 50-300
pum dengan warna abu-abu sampai hitam. Didalam sporangium terdapat
sporangiospora yang apabila sporangium pecah maka sporangiospora akan
tersebar dengan bebas dan kolumela dapat terlihat yang bersifat hyaline
(seperti kaca) atau dematiaceous (berwarna kecoklatan) (Mycology, 2016).
Menurut Ellis (2007) menyatakan bahwa pada awal pertumbuhan Mucor
sp. memiliki warna putih dan perlahan menjadi keabu-abuan sampai hitam
dengan seiring bertambahnya usia isolat fungi endofit yang merupakan
hasil dari perkembangan sporangia. Menurut Watanabe (2002) menyatakan
bahwa ciri-ciri genus Mucor adalah tidak terbentuk visicle, sprorangia
berbentuk bulat tanpa adanya apofisis, sporangia memiliki kolumella, dan
tidak membentuk rhizoid. Pernyataan tersebut menjadi pendukung bahwa

isolat fungi endofit FE1 diduga masuk kedalam genus Mucor sp.



67

4.2.2. ldentifikasi Isolat FE2

Hasil pengamatan makroskopik dan mikroskopik selanjutnya
adalah isolat FE2, fungi endofit dari kulit buah tumbuhan Hylocereus
polyrhizus terlihat seperti pada tabel 4.3 (makroskopik) dan tabel 4.4

(mikroskopik).

Tabel 4.3. Hasil pengamatan makroskopik isolat FE2

Warna permukaan Warna balik koloni Tekstur permukaan
koloni koloni

putih Abu-abu Cottony (seperti Tidak teratur,

kapas) tidak rapi
(Data pribadi, 2020)

Tepi koloni

Tabel 4.4. Hasil pengamatan mikroskopik isolat FE2

Konidia Hifa
Bentuk Warna Septa Jenis Warna Septa
Bulat iialjemiqasadaly | Mikro Hialin Ada
bersel satu konidia

(Data pribadi, 2020)

Gambar 4.3. Visualisasi isolat FE2 (A) Visualisasi isolat FE2 secara Makroskopik (B)
Visualisasi iolat FE2 secara Mikroskopik pada perbesaran 100x.

Keterangan: 1. Koloni fungi endosit isolat FE2 yang tumbuh memenuhi media PDA, 2.
Hifa bersepta dan berwarna hialin (transparan), 3. Konidia berbentuk bulat bersel satu dan
berwarna hialin.

(Sumber: Dok. Pribadi, 2020).
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Hasil pengamatan menunjukkan koloni FE2 tumbuh sampai
menutupi permukaan media PDA (gambar 4.3A). Pada hasil pengamatan
makroskopis terlihat bahwa isolat FE2 memiliki warna abu-abu pada bagian
balik koloni dan warna putih pada bagian permukaan koloni. Pada
pengamatan mikroskopik terlihat isolat fungi FE2 memiliki gifa yang
bersepta (selat) serta berwarna hialin (transparan). Selain itu terlihat juga
konidia yang memiliki ukuran mikro karena bersel satu. Konidia yang
terlihat memiliki bentuk bulat dengan warna hialin (gambar 4.3B).
Identifikasi isolat FE2 dilakukan berdasarkan Watanabe (2010)
menunjukkan bahwa isolat FE2 memiliki hifa yang bersepta sehingga tidak
dimasukkan kedalam kelompok Zygomycota. Pengamatan pada hifa juga
tidak menunjukkan adanya penjepit penyambung (clamp connection) pada
hifa sehingga tidak dimasukkan kedalam kelompok Basidiomycota.
Pengamatan selanjutnya adalah pengamatan pada spora. Berdasarkan hasil
pengamatan terlihat bahwa isolat FE2 memiliki spora yaitu berupa konidia
dengan bentuk bulat dan berwarna hialin. Sesuai dengan buku identifikasi
dari Watanabe (2010), Berdasarkan ciri-ciri hasil identifikasi yang telah

didapatkan, isolat FE2 masuk kedalam kelompok Deuteromycetes.

Menurut Barnett & Hunter (1998) menjelaskan bahwa kelompok

Deuteromycetes dibagi menjadi empat ordo vyaitu Moniliales,
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Sphaeropsidales, Melanconialis, dan Mycelia strerilia. Moniliales memiliki
konidiofor dan konidia yang terbentuk bebas dan tersebar diatas miselium.
Sphaeropsidales memiliki konidiofor dan konidia yang terkandung didalam
tubuh buah aseksual yang disebut pycnidia. Melanconiales memiliki konidia
yang biasanya diproduksi dalam kondisi alami didalam aservulus serta tubuh
buah buah berbentuk piring terbuka. Mycelia sterilia adalah fungi yang

secara genetik tidak mampu menghasilkan konidia atau sel reproduksi.

Deuteromycetes merupakan kelompok fungi imperfek karena
belum diketahui fase seksualnya. Sehingga banyak jenis fungi yang belum
diketahui fase seksualnya dimasukkan kedalam kelompok ini. Namun
setelah fase seksual telah ditemukan, biasanya akan dimasukkan kedalam
kelompok Ascomycota atau Basidiomycota. Deuteromycetes tidak
dimasukkan kedalam kategori taksonomi formal. Karena fungi-fungi dalam
kelompok ini bukanlah unit monofiletik, namun fungi-fungi ini hanya belum
diketahui fase seksualnya. Dengan menggunakan teknik molekuler atau
ultrastruktur dapat digunakan untuk mengetahui jenis fungi secara lebih jelas
sehingga dapat dikelompokkan kedalam kelas-kelas yang sudah ada (Gadjar,

2006).
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4.3. Uji Kandungan Flavonoid

4.3.1. Fermentasi Isolat Fungi Endofit

Fermentasi fungi endofit dilakukan dengan menggunakan media
PDB dengan volume 250 ml media untuk memproduksi senyawa metabolit
sekunder. Inokulasi dilakukan pada fungi endofit yang telah mencapai usia
7 hari dan dimasukkan ke media cair dan diinkubasi selama 4 minggu. Hal
ini dilakukan berdasarkan Wulansari et al. (2016). Hasil fermentasi dapat

dilihat pada tabel 4.5.

Tabel 4.5. Warna media PDB setelah fermentasi fungi endofit.
No Isolat Warna Gambar

Coklat

1 e+ kehitaman
Coklat

2 FE2 kekuningan

(Sumber: Dok. Pribadi, 2020)

Keterangan: FE1 adalah kode isolat fungi endofit yang diduga masuk golongan genus
Mucor. FE2 adalah kode isolat fungi endofit diduga masuk kedalam kelompok
Deuteromycetes
(Data pribadi, 2020)
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Warna media dari kedua fungi endofit tersebut berbeda setelah
proses fermentasi. Proses selanjutnya adalah pemanenan isolat fungi
endofit yang dilakukan dengan menyaring media cair tersebut untuk
memisahkan miselium menggunakan kain saring sambil diperas-peras
kemudian disaring lagi menggunakan kertas saring. Data hasil panen fungi

endofit dapat dilihat pada tabel 4.6.

Tabel 4.6. Hasil fermentasi isolat fungi endofit kulit buah H. polyrhizus

No Isolat Volume filtrat ~ Berat Basah  Berat Kering %
(mi) () (©) Rendemen
1 FE1 197 23,98 1,02 4,25%
2 FE2 130 102,44 2,57 2,51%

(Data pribadi, 2020)

Proses fermentasi pada fungi endofit dalam penelitian ini dilakukan
dengan menggunakan media PDB pada ruangan yang memiliki suhu 26 °C
agar pertumbuhan menjadi optimal. Proses fermentasi dilakukan untuk
memaksimalkan proses produksi senyawa metabolit sekunder. Produksi
metabolit sekunder fungi endofit terjadi pada fase stasioner dan pada akhir
fase stasioner fungi endofit akan mengalami penurunan yang signifikan
dalam menghasilkan senyawa metabolit sekunder (Pokhrel & Ogha, 2007).
Media cair dipilih dalam proses fermentasi fungi endofit karena lebih
efektif untuk menghasilkan biomassa serta senyawa metabolit sekunder

dibandingkan menggunakan media padat (Pokhrel & Ogha, 2007).
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Perubahan warna yang terjadi pada media PDB diakibatkan oleh
adanya pertumbuhan fungi endofit yang berada didalam media. Dalam
media tersebut terdapat aktivitas fungi endofit seperti metabolisme dan
terjadinya penambahan massa sel pada media sehingga membuat 2 media
yang ditumbuhi oleh jenis fungi endofit yang berbeda memiliki hasil warna
dan kekeruhan yang berbeda pada media. Aktivitas fungi endofit yang
berada media PDB adalah proses pembentukan metabolit sekunder yang

dilakukan fungi endofit (Gadjar, 2006).

Berat miselium yang diperoleh dari pemanenan isolat fungi endofit
memiliki jumlah yang berbeda. Berat miselium yang didapatkan dari
pemanenan isolat fungi FEL1 lebih sedikit dibandingkan berat yang
diperoleh dari isolat fungi FE2 (tabel 4.6.). Pertumbuhan fungi endofit pada
masing-masing spesies yang berbeda memiliki kecepatan yang berbeda
pula. Kecepatan pertumbuhan dapat dilihat pada pertumbuhan dan
pertambahan dari ukuran diameter koloni fungi dalam rentang waktu
tertentu (Sinaga et al, 2009). Pertumbuhan isolat fungi endofit FE1
memiliki pertumbuhan yang lambat sehingga membuat miselium yang
tumbuh menjadi lebih sedikit dari miselium yang dihasilkan isolat fungi
endofit FE2. Hal ini juga menjadi data pendukung bahwa isolat FE1 dan

FE2 merupakan jenis fungi endofit yang berbeda. Faktor yang menjadi
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penyebab perbedaan kecepatan fungi untuk tumbuh diduga karena
kemampuan adaptasi dan pertumbuhan dari setiap jenis fungi yang
berbeda-beda (Wati et al. 2019). Penelitian yang dilakukan oleh Emilia
(2017) tentang isolasi fungi endofit dari buah dan daun strawberry
menunjukkan tiga jenis isolat fungi endofit yang berbeda, juga memiliki
kecepatan tumbuh yang berbeda-beda. Isolat fungi endofit tersebut adalah

Trichoderma sp., Fusarium sp., dan Mucor sp.
4.3.2. Ekstraksi Isolat Fungi Endofit

Miselium hasil penyaringan kemudian dikeringkan dengan
menggunakan oven pada suhu sebesar 40 °C selama 24 jam. Suhu yang
digunakan salama melakukan proses pengeringan biomassa harus dijaga dan
ditentukan dengan teliti karena menjadi pengaruh yang sangat signifikan.
Senyawa bioaktif yang banyak dimanfaatkan sebagai antiparasit ataupun
antioksidan merupakan senyawa yang tidak tahan terhadap suhu panas dan
dapat rusak karna menyebabkan perubahan pada strukturnya jika diletakkan
pada suhu diatas 60 °C serta mengakibatkan penurunan dalam produksi
ekstraksinya (Haijun et al.,, 2010). Menurut Syafrida et al. (2018)
menyatakan bahwa kandungan flavonoid pada suatu sampel dapat menjadi

turun apabila dikeringkan dalam suhu yang tinggi.
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Miselium direndam dengan menggunakan etanol p.a. pada
perbandingan miselium : etanol (1:3) selama 24 jam. Etanol dipilih sebagai
pelarut karena merupakan salah satu pelarut polar yang cocok untuk
melarutkan senyawa flavonoid, karena senyawa flavonoid merupakan
senyawa polar yang umumnya dibentuk dari ikatan glikosida sehingga
pelarut yang dibutuhkan juga harus memiliki sifat polar (Salmia, 2016).
Hasil ekstraksi miselium fungi endofit didapatkan ekstrak fungi endofit yang
berwarna kuning kehijauan (gambar 4.4.) dan total ekstrak FE1 dan FE2
masing-masing didapatkan sebanyak 25 ml. Pada filtrat tidak terbentuk
lapisan ketika dilakukan pengocokan. Hal ini kemungkinan dipengaruhi oleh

filtrat dan etanol sama-sama memiliki sifat polar.

Gambar 4.4. Ekstrak Miselium FE2 menggunakan etanol p.a.
(Dok. Pribadi, 2020)

4.3.3. Uji Kualitatif Flavonoid

Skrining fitokimia kandungan flavonoid pada ekstrak fungi endofit
dari kulit buah H. polyrhizus dilakukan secara kualitatif yakni

menggunakan serbuk magnesium dan beberapa tetes HCI. Hasil uji yang
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didapatkan terlihat kedua sampel ekstrak fungi endofit terjadi perubahan
warna menjadi jingga. Namun pada ektrak FE2, warna jingga terlihat lebih
kuat daripada reaksi warna jingga pada FE1. Hal ini diduga bahwa produksi
senyawa flavonoid pada FEL lebih sedikit daripada FE2. Sampel yang
mengandung flavonoid, yang ditambahkan pereaksi mg dan HCI akan
terbentuk warna kuning, jingga sampai merah (Ergina & Pursitasari, 2014).

Hasil pengujian kandungan flavonoid dapat dilihat pada tabel 4.7.

Tabel 4.7. Hasil uji fitokimia flavonoid dari isolat fungi endofit

No Ekstrak Hasil Pengujian Fungi Endofit
1 FE1 Positif (+) Mucor sp.
2 FE2 Positif (++) Deuteromycetes

Ket: (+++) = banyak; (++) = sedang; (+) = sedikit

FE1 adalah kode isolat fungi endofit yang diduga masuk golongan genus Mucor sp.

FE2 adalah kode isolat fungi endofit yang diduga masuk kedalam genus Deuteromycetes
(Dok. Pribadi, 2020)

Menurut Salmia (2016) bahwa reaksi yang terjadi akibat dari
penambahan Mg dan HCI menyebabkan sampel yang memiliki kandungan
flavonoid akan mengalami perubahan warna dari jingga sampai merah. Hal
ini terjadi akibat inti benzopiron yang berada pada struktur senyawa
flavonoid mengalami reduksi setelah penambahan Mg dan HCI karena
terjadi reaksi oksidasi-reduksi antara flavonoid dan logam Mg yang
berperan sebagai pereduksi (Salmis, 2016). Berdasarkan hasil uji yang
telah dilakukan pada sampel, diketahui telah terjadinya perubahan warna
pada sampel menjadi jingga, hal ini menjadi salah satu parameter untuk

menduga bahwa sampel dari ekstrak miselium fungi endofit memiliki
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kandungan flavonoid. Hal ini membuktikan bahwa fungi endofit yang
berasosiasi dengan buah naga merah juga mampu menghasilkan senyawa
yang mirip dengan inangnya. Karena berdasarkan penelitian yang
dilakukan Paramita et al. (2015) menyatakan bahwa kulit buah naga merah

(Hylocereus polyrhizus) memiliki kandungan flavonoid.

Peran HCI didalam uji flavonoid adalah untuk melakukan hidrolisis
pada senyawa flavonoid yang terkandung didalam sampel untuk diubah
menjadi aglikonnya. Proses ini terjadi akibat dari O-glikosil yang
terhidrolisis kemudian digantikan oleh H dari HCI karena memiliki sifat
elektrofilik. Menurut Robinson (1985) bahwa reaksi yang terjadi akibat
dari reduksi logam Mg dan asam HCI pekat menyebabkan pembentukan
senyawa komples dengan warna jingga sampai merah. Warna tersebut
diakibatkan inti benzopiron didalam flavonoid tereduksi membuat garam
flavilium telah terbentuk (Ergina & Pursitasari, 2014). Reaksi terbentuknya

garam Flavilium dapat dilihat pada gambar 4.5.
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Gambar 4.5. Reaksi flavonoid dengan serbuk Mg dan HCI pekat.
(Sumber: Ergina & Pursitasari, 2014).
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Flavonoid merupakan salah satu dari senyawa antioksidan yang
mampu menghambat reaksi oksidasi berbahaya radikal bebas dengan cara
enzimatik atau non enzimatik. Oleh sebab itu senyawa flavonoid menjadi
senyawa pereduksi yang baik (llyas, 2013). Senyawa flavonoid merupakan
keberadaan paling umum dan besar didunia fungi dan tumbuhan baik dari
tumbuhan tingkat rendah sampai tumbuhan tingkat tinggi. Flavonoid dapat
berubah warna apabila ditambahkan basa atau amoniak karena flavonoid
berupa senyawa fenol sehingga mudah dideteksi pada larutan atau

kromatogram (Harborne, 1996).

Warna jingga yang terbentuk pada hasil ekstrak dari fungi endofit
menunjukkan bahwa ekstrak tersebut memiliki kandungan flavonoid
didalamanya yang merupakan salah satu dari senyawa berpotensi sebagai
antioksidan. Senyawa flavonoid sendiri merupakan golongan senyawa

fenolik yang dibentuk oleh fungi endofit (Agusta, 2009).

Berdasarkan hasil uji tersebut dapat diketahui bahwa fungi endofit
yang diisolasi dari kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder flavonoid yang sama seperti
inangnya. Karena uji fitokimia flavonoid yang telah dilakukan pada

berbagai penelitian tentang ekstrak kulit buah naga merah menunjukkan
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hasil positif sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak tersebut memiliki
kandungan flavonoid. Penelitian yang dikukan oleh La et al. (2020) tentang
skrining fitokimia kulit buah naga merah menunjukkan bahwa ekstrak buah
naga merah memiliki kandungan flavonoid. Dari hasil tersebut dapat
diketahui dan dibuktikan bahwa ekstrak fungi endofit dari kulit buah naga
dan ekstrak dari kulit buah naga sama-sama memiliki kandungan

flavonoid.

Menurut Kuncoro & Sugijanto (2011) bahwa fungi endofit yang
mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti tumbuhan
inangnya dikarenakan adanya koevolusi atau proses transfer (Genetic
Recombination). Sementara itu menurut Sachin et al. (2012) bahwa
mekanisme yang menjadi dasar produksi metabolit sekunder suatu
tumbuhan oleh fungi endofit masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.
Namun, mekanisme yang memungkinkan fungi endofit dalam
menghasilkan senyawa flavonoid dapat diduga dengan melewati jalur
biosintesis flavonoid pada umumnya. Jalur biosintesis flavonoid menurut
Santos (2017) dapat digunakan untuk mengklasifikasikan jenis flavonoid
yang dihasilkan. Ciri-ciri flavonoid adalah memiliki 15 atom karbon yang
menjadi kerangka dasar dengan bentuk susunan C6-C3-C6 membentuk 2

cincin aromatik A dan b yang dihubungkan oleh unit 3 atom karbon.
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Sehingga memungkinkan untuk terbentuknya cincin ke 3. Cincin diberi
label A, B, dan C (Ferreyra, 2012; Mierziak, 2014). Proses awal biosintesis
dimulai dari kondensasi 1 molekul p-coumaroyl-CoA (turunan dari
Sikimat, Cincin B) dengan 3 molekul malonyl-CoA (Poliketid, Cincin A)
untuk diberikan pada kalkon. Reaksi tersebut dilakukan oleh enzim kalkon
sintase (Alzand, 2012; Mierziak, 2014). Setelah itu kalkon diisomerkan
oleh enzim kalkon flavanon isomerase (CHI) sehingga menjadi flavanon.
Berdasarkan perantara reaksi yang terjadi ditengah ini akan membuat
beberapa cabang masing-masing menjadi kelas flavonoid yang berbeda
(Alzand, 2012; Mierziak, 2014). Jalur biosintesis flavonoid secara umum

disajikan sebagaimana pada gambar 4.6.
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Gambar 4.6. Jalur biosintesis flavonoid dari asam sikimat dan asetil CoA.
(Sumber: Nabavi et al. 2014)

Beberapa jenis fungi endofit telah dilaporkan dapat menghasilkan

metabolit sekunder. Penelitian Yuanwar & Ainy (2019) menunjukkan
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bahwa isolat fungi endofit Penicillium sp., Cladosporium sp., dan
Aspergillus sp. dapat menghasilkan metabolit sekunder yang dibuktikan
dengan uji fitokimia, salah satunya adalah senyawa flavonoid. Selain itu,
penelitian yang dilakukan Nisa (2018) juga telah melaporkan bahwa isolat
fungi endofit dari daun Chromolaena odorata yakni Fusarium sp., dan
Mucor sp. memiliki kandungan metabolit sekunder berdasarkan uji

fitokimia.

4.4. Potensi sebagai Antioksidan

Berdasarkan hasil identifikasi isolat fungi endofit dari kulit buah
Hylocereus polyrhizus telah diketahui bahwa isolat FE1 masuk kedalam genus
Mucor dan FE2 masuk kedalam kelas Deuteromycetes yang keduanya

menunjukkan hasil positif memiliki kandungan flavonoid dalam uji fitokimia.

Tabel 4.8. Potensi antioksidan Mucor sp. dari berbagai inang
No Fungi Endofit Tumbuhan Inang  Ekstrak  IC 50 Tipe Uji Referensi

. Mollaei,
1 Mucor sp. L|th_os_permum Metanol 191,3 - Saeed et al.,
officinale L. pg/ml
2019
Uji
Lobelia 240 Pemulung  Nitya, K et
2 Mucor sp. nicotianifolia Metanol pg/ml Radikal al., 2011
DPPH*
Uji
3 MUCOr s Taxus fuana Etil 53,9 Pemulung  Fatima, N et
P- Asetat  pg/ml Radikal al., 2016
DPPH*
Schinus Etil 2388 PemquIiun Rocha, P. D.
4 Mucor sp. terebinthifolius . N s Detal,
. Asetat mg/g Radikal
Raddi DPPH* 2020

*DPPH- Diphenylphicrylhydrazyl
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Untuk mengetahui potensi sebagai antioksidan maka literature review
dilakukan pada isolat FE1 (Mucor sp.) karena klasifikasinya lebih spesifik. Hasil
literature review dapat dilihat pada tabel 4.8. Berdasarkan tabel tersebut, dapat
diketahui isolat fungi endofit pada kulit buah Hylocereus polyrhizus yang diduga
memiliki kemiripan dengan fungi endofit pada tabel memiliki potensi sebagai
sumber senyawa antioksidan. Senyawa flavonoid yang diduga terkandung didalam
ekstrak isolat fungi endofit dari kulit buah Hylocereus polyrhizus merupakan salah
satu dari senyawa metabolit sekunder potensial yang dapat digunakan sebagai
antioksidan untuk menangkap radikal bebas. Pada tabel 4.8 selain digunakan untuk
membuktikan potensi isolat fungi endofit FE1 yang memiliki ciri-ciri mirip dengan
genus diatas juga digunakan sebagai bukti bahwa penelitian tentang senyawa
antioksidan yang diproduksi oleh fungi endofit dari berbagai tanaman yang
berbeda juga telah sangat dikembangkan.

Tabel 4.8. menunjukkan uji aktifitas antioksidan dengan menggunakan
DPPH sebagai molekul yang memiliki sifat sebagai radikal bebas. Potensi fungi
endofit sebagai antioksidan ditunjukkan dengan nilai IC50 yang terdapat pada
tabel. IC50 merupakan nilai minimum hambat yang digunakan untuk mengukur
kemampuan suatu senyawa dalam melakukan penangkalan atau penghambatan
radikal bebas. Senyawa yang memiliki kemampuan dalam menghambat radikal

bebas digolongkan menjadi senyawa antioksidan. Flavonoid merupakan salah satu
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golongan senyawa yang memiliki potensi sebagai antioksidan. Hal ini disebabkan
karena flavonoid memiliki ikatan rangkap dan kelompok terkonjugasi (hidroksil
atau yang lain) yang dapat menyumbangkan elektronnya untuk menyetabilkan
radikal bebas (Gupta, 2016). Selain itu, Gupta et al (2016) menambahkan bahwa
flavonoid memiliki suatu mekanisme yang berbeda-beda dalam menghadapi
beberapa jenis radikal bebas seperti pembilasan radikal bebas, inaktivasi
peroksida, dan spesies oksigen reaktif (ROS) lainnya. Sifat pemulungan senyawa
radikal terkait dengan struktur flavonoid yang bertahan terhadap stress oksidatif
sehingga dengan demikian bisa mengurangi atau mencegah terjadinya penyakit
jantung, kanker, serta memperlambat proses penuaan didalam sel yang menjadi
penyebab timbulnya penyakit degeneratif. Flavonoid dapat mengurangi efek
radikal bebas dengan cara mendonorkan atom H dari orthohidroxyls cincin B
sehingga sifat reaktif pada radikal bebas akan berkurang. Setiap jenis flavonoid
memiliki mekanisme tersendiri dalam melakukan aktifitas pemulungan atau
penangkalan terhadap radikal bebas (Dimitrios et al. 2006). Mekanisme flavonoid

dalam menangkal senyawa reaktif radikal bebas dapat dilihat pada gamabar 4.7.
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Gambar 4.7. Mekanisme pemulungan radikal bebas DPPH oleh flavonoid.
(Sumber: Dimitrios et al, 2006)

HO.

Kaempferol merupakan salah salah satu dari jenis flavonoid. Kaempferol
dapat bereaksi dengan cepat terhadap radikal bebas DPPH dan memiliki laju yang
konstan. Setelah menyumbangkan satu atom H pada DPPH, ikatan H akan
menekan delokalisasi elektron yang tidak berpasangan sehingga dapat melakukan
sumbangan atom H kedua pada radikal DPPH yang lain. Kaempferon merupakan
jenis flavonoid cincin B monohidroksil yang tidak memiliki ikatan H intramolekul
(permanen) yang terjadi akibat dari melakukan pemulungan terhadap satu molekul

DPPH. Elektron yang tidak berpasangan akan terdelokalisasi dan menghasilkan
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beberapa struktur resinansi selama proses reaksi dengan DPPH seperti yang

disajikan pada gambar 4.7. (Dimitrios et al. 2006).

Manfaat Fungi Endofit dalam Perspektif Islam

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan dua jenis isolat fungi endofit yang
diisolasi dari kulit buah naga merah (Hylocereus polyrhizus) dapat diduga
memiliki kandungan senyawa flavonoid didalamnya. Hasil uji kandungan
flavonoid membuktikan bahwa fungi endofit yang telah Allah SWT ciptakan
memiliki kandungan senyawa yang dapat dimanfaatkan. Isolat fungi endofit ini
merupakan salah satu fungi endofit yang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
senyawa antioksidan. Hal ini terbukti dengan berbagai macam penelitian tentang
antioksidan dari hasil metabolit sekunder yang dapat dihasilkan fungi endofit ini.
Senyawa antioksidan yang dapat dihasilkan fungi endofit ini seperti senyawa
flavonoid. Senyawa flavonoid merupakan senyawa fenolik yang persebarannya
banyak ditemukan di tumbuh-tumbuhan, fungi, alga, bakteri, dan beberapa
mikroorganisme lain.

Menggunakan fungi endofit dari kulit buah Hylocereus polyrhizus untuk
dimanfaatkan sebagai obat atau antioksidan merupakan salah satu upaya dalam
mengikuti sunah Rosulullah SAW untuk mencari dan mengamalkan pengobatan,

sabda Rosulullah SAW:



85

Gk e (o i ) 4 caliuy cipln g ool BT OB 1 O3 el 45 51550 G
334 e ) 338 QB A 38 Jag Al il 213 Y) Ak Al plAG i 613 2l
| 516: L €38 J6: A5

Hadits ini dari Rosulullah SAW yang diriwayatkan oleh Musnad Imam
Ahmad dari Shohabat Usamah bin Suaraik yang berkata: aku pernah berada
disamping Rosulullah, kemudian datang rombongan orang arab badui, mereka
bertanya pada Rosulullah: “Wahai Rosulullah, bolehklah kami berobat?”
Rosulullah menjawab: “Iya, wahai para hamba Allah, berobatlah. Sebab Allah
tidak menurunkan sebuah penyakit melainkan juga menurunkan obatnya, kecuali
satu  penyakit” mereka bertanya:”Penyakit apa itu?” Rosulullah
menjawab:”Penyakit tua”.(HR. Ahmad).

Rosulullah SAW telah memberikan contoh dalam melakukan pengobatan
terhadap diri, keluarga, dan para shohabatnya dengan cara memakai berbagai jenis
obat-obatan alami. Rosulullah menggunakan tiga jenis obat dalam melakukan
pengobatan yaitu obat alamiah, ilahiyah, dan mengkombinasikan keduanya.
Pengobatan yang didasarkan petunjuk dari wahyu Allah tentang sesuatu yang
memiliki manfaat dan sesuatu yang memiliki bahaya. Seperti pengobatan dengan
memanfaatkan tumbuh-tumbuhan. Banyaknya jenis tumbuh-tumbuhan yang ada
dibumi ini menjadi salah satu sarana kita untuk merenungkan tentang kekuasaan

Allah SWT. Banyaknya jenis tumbuh-tumbuhan sekaligus dapat dimanfaatkan
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untuk melakukan isolasi fungi endofit untuk mendapatkan beragam jenis fungi dan
manfaatnya dalam menghasilkan metabolit sekunder yang mirip dengan tumbuhan
inangnya tanpa perlu sehingga pemanfaatan tumbuhan dapat dikendalikan untuk
menjaga ekosistem alam dan menjaga dalam upaya mengurangi kerusakan yang
telah terjadi dialam, terkhusus untuk tumbuhan langka yang memiliki potensi
sebagai obat yang besar. Hadits yang telah dijelaskan diatas didukung oleh firman
Allah SWT dalam surat Asy syu’ara ayat 7:

41301333 ) a1 8 T g om0 35 8
Artinya: “dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapa banyaknya kami
telah menumbuhkan di bumi berbagai jenis tumbuh-tumbuhan yang baik? ” (Q.S.
Asy-Syu’ara:7).

Kata karim digunakan dalam menggambarkan sesuatu yang muliah dan
baik. Tumbuhan yang baik merupakan tumbuhan yang memiliki manfaat serta
subur dalam perkembangan dan pertumbuhannya. Pada firman Allah SWT dalam
surat Asy Syu’ara yang telah disebutkan diatas, Allah SWT menciptakan bumi
dengan diisi oleh berbagai macam tumbuhan yang baik dan dapat diambil manfaat
oleh makhluk hidup lain seperti tumbuhan Hylocereus polyrhizus.

Sedangkan dalam menjaga bumi dari kerusakan salah satunya dapat
dilakukan dengan cara memanfaatkan fungi endofit untuk menggantikan
tumbuhan inang sebagai salah satu upaya mengurangi berbagai kerusakan di alam

seperti yang dijelaskan dalam firman Allah SWT pada surat Ar rum ayat 41.:
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Artinya: “Telah terlihat kerusakan didaratan dan dilautan akibat perbuatan
tangan manusia, Allah menghendaki mereka merasakan sebagaian (akibat) dari
perbuatan mereka, agar mereka kembali (kejalan yang benar)” (Q.S. Ar-
Rum:41).

Avyat tersebut menjelaskan banyak sekali kerusakan alam yang dilakukan
oleh manusia itu sendiri seperti kebakaran, penambangan dan lain sebagainya.
Akibat dari kerusakan alam banyak mahluk hidup yang mulai terancam punah
seperti tumbuh-tumbuhan. Maka dari itu salah satu cara untuk mengurangi
pemanfaatan tumbuh-tumbuhan untuk dilakukan ekstraksi adalah dengan cara
melakukan isolasi fungi endofit yang berasosiasi didalam jaringan tumbuhan yang
ditentukan. Melakukan penelitian dan mengambil pelajaran tentang fungi endofit
pada berbagai macam tumbuh-tumbuhan untuk mencari kemaslahat juga didukung
dengan firman Allah SWT pada surat An-Nahl ayat 13:

Ly 138 440 3 (T WEAA 45501 2 &) B i 200 o 381 g K5
Artinya: “Dan untuk mu dibumi ini dengan berbagai jenis dan macam-macam
warnanya, sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda
(kebesaran Allah) bagi kaum yang mengambil pelajaran” (QS. An-Nahl: 13).

Berdasarkan beberapa penjelasan ayat dan hadits diatas dapat diambil
pelajaran dan direnungkan bahwa segala sesuatu yang telah Allah SWT ciptakan

dibumi ini tidak ada yang tidak bermanfaat. Manusia sebagai mahluk yang berakal

diwajibakan untuk mempelajari setiap sudut dari ciptaannya agar selalu
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bertafakkur pada-Nya. Seperti yang telah disebutkan dalam Al-Qur’an surat Ali-
Imron ayat 191:
Co) C1g R ) LB 1383 (0 5 g id (19 K0S (B G ) a1 L
L GAlR 138 Sl dilai Ui cile
Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk, atau
dalam keadaan berbaring, dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan
bumi (seraya berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah engkau menciptakan semua ini
sia-sia;, Maha Suci Engkau, lindungilah kami dari adzab neraka” (QS. Ali-Imron:
191).

Ayat tersebut menjelaskan dengan tegas pada penggalan ayat “Maa
Kholagta Hadza Bathilan” bahwa segala sesuatu yang telah Allah SWT ciptakan
mempunyai manfaat didalamnya dan tidak ada yang sia-sia. Hal ini adalah sebuah
anugerah yang didapatkan bagi umat manusia sehingga patut disyukuri dengan
cara teteap melestarikan dan menjaga tumbuh-tumbuhan untuk dimanfaatkan
sebagaimana porsinya untuk kemaslahatan manusia itu sendiri.

Avyat tersebut juga berkaitan dengan fungi endofit yang berasosiasi didalam
tumbuhan. Meskipun fungi endofit memiliki ukuran yang kecil, namun memiliki
manfaat yang sangat besar. Karena Allah menciptakan segala sesuatu dengan
sebaik-baiknya sebagai tanda-tanda akan kekuasaan Allah SWT. Dengan begitu
manusia yang dibekali akal untuk berfikir dapat mempelajari potensi lebih yang

dimiliki mahluk Allah dengan ukuran mikro ini seperti pemanfaatannya sebagai

sumber antioksidan untuk mencegah radikal bebas yang sangat berbahaya bagi
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mahluk hidup terutama manusia. Allah SWT selalu memberikan petunjuk bagi
umat-Nya, manusia dapat memanfaatkan apa yang Allah berikan tergantung dari

bagaimana dia memanfaatkan akal mereka sendiri.



5.1.

5.2.

BAB V

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan analisis data pada penelitian yang telah dilakukan, dapat
disimpulkan bahwa terdapat dua jenis isolat fungi endofit yang berbeda pada
kulit buah Hylocereus polyrhizus dan diduga masuk kedalam genus Mucor dan
kelas Deuteromycetes yang dibagi menjadi empat anggota ordo yaitu
Moniliales, Sphaeropsidales, Melanconiales, dan Mycelia Sterilia. Berdasarkan
uji fitokimia, kedua isolat fungi endofit mengandung senyawa flavonoid.
Berdasarkan hasil dari literature review dapat disimpulkan bahwa isolat fungi
endofit yang telah didapatkan memiliki potensi sebagai antioksidan. Hal ini
sesuai dengan hasil uji kandungan flavonoid pada ekstrak fungi endofit, karena
flavonoid tergolong senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai

antioksidan.

Saran

Penulis menyarankan perlunya melakukan identifikasi lebih lanjut
terhadap isolat fungi endofit yang telah didapatkan untuk menentukan spesies

fungi yang lebih jelas. Identifikasi lebih lanjut dapat menggunakan urutan DNA

90
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yang relevan karena beberapa gen fungi mulai banyak tersedia dalam database
publik seperti GenBank yang berada di pusat nasional untuk mencari informasi
Bioteknologi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Selain itu juga perlu
melakukan uji terhadap kadar flavonoid kuantitatif dan antioksidan ekstrak
fungi endofit dari kulit buah Hylocereus polyrhizus secara eksperimental untuk
mengembangkan dan mempelajari penelitian-penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya untuk lebih mengetahui potensi dan manfaat ekstrak fungi endofit

sebagai antioksidan.
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