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ABSTRACT: Mangrove plants are a rich source of endophytic fungi. The endophytic fungus is a producer of secondary metabolites
that have bioactivity such as cytotoxic and antimicrobial. This study aimed to isolate and determine the antimicrobial activity
of secondary metabolites of Trichoderma koningiopsis SaKB1 on mangrove plant Sonneratia alba Sm. The fungal isolates were
cultivated on rice media for 4 weeks and extracted using ethyl acetate solvents. Isolation of antimicrobial compounds carried
out by column chromatography method followed by recrystallization. Based on the results of chromatography obtained 3 pure
compounds (M1, M2, M3). The M1 compound (8.2 mg) is white amorphous which reacts positively to the Lieberman-Bouchard
recorder. The M2 compound (7.8 mg) is white amorphous. The M3 compound (59.6 mg) is reddish yellow oil which reacts positively
to the Lieberman-Bouchard reagent. All compounds were analyzed using Thin Layer Chromatography (TLC) with n-hexane eluent:
ethyl acetate (2: 3). The Rf values of compounds M1, M2 and M3 are 0.85; 0.26 and 0.8, respectively. Analysis of antimicrobial
activity of pure compounds was carried out by agar diffusion method on pathogenic bacteria Escherechia coli, Staphylococcus
aureus and Candida albicans. Testing of antimicrobial activity at a concentration of 5% showed that the compounds M1 and M3
had antagonistic activity against Escherechia coli with inhibitory diameters of 9.58 + 1.16 mm and 12.38 + 1.17 mm while M2
compounds did not have antimicrobial activity. Based on the chemical reaction test, compounds M1 and M3 are thought to belong
to the terpenoid group.

Keywords: endophytic fungi; Trichoderma koningiopsis; antimicrobial activity; mangrove, Sonneratia alba Sm.

ABSTRAK: Tumbuhan mangrove adalah sumber yang kaya akan jamur endofit. Jamur endofit merupakan penghasil senyawa
metabolit sekunder yang memiliki bioaktivitas seperti sitotoksik dan antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi
dan mengetahui aktivitas antimikroba senyawa metabolit sekunder dari jamur Trichoderma koningiopsis SakKB1 pada tanaman
mangrove Sonneratia alba Sm. lIsolat jamur di kultivasi pada media beras selama 4 minggu dan diekstraksi menggunakan
pelarut etil asetat. Isolasi senyawa antimikroba dilakukan dengan metode kromatografi kolom dilanjutkan dengan rekristalisasi.
Berdasarkan hasil kromatografi diperoleh 3 senyawa murni (M1, M2, M3). Senyawa M1 (8,2 mg) berupa amorf berwarna putih
yang bereaksi positif terhadap perekasi Lieberman-Bouchard. Senyawa M2 (7,8 mg) berupa amorf berwarna putih. Senyawa
M3 (59,6 mg) berupa minyak berwarna kuning kemerahan yang bereaksi positif terhadap pereaksi Lieberman-Bouchard. Semua
senyawa dianalisis menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan eluen n-heksan : etil asetat (2:3). Nilai Rf senyawa M1, M2
dan M3 masing-masing adalah 0,85; 0,26 dan 0,8. Analisis aktivitas antimikroba senyawa murni dilakukan dengan metode difusi
agar terhadap bakteri pathogen Escherechia coli, Staphylococcus aureus dan Candida albicans. Pengujian aktivitas antimikroba
pada konsentrasi 5 % menunjukkan senyawa M1 dan M3 memiliki aktivitas antagonis terhadap bakteri Escherechia coli dengan
diameter hambat 9,58+1,16 mm dan 12,38+1,17 mm sedangkan senyawa M2 tidak memiliki aktivitas antimikroba. Berdasarkan
uji reaksi kimia, senyawa M1 dan M3 diduga termasuk kedalam golongan terpenoid.

Kata kunci: jamur Endofit; Trichoderma koningiopsis; aktivitas antimikroba; mangrove, Sonneratia alba Sm.
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yang kaya akan jamur endofit [1].

Jamur endofit adalah jamur yang terdapat dalam sistem
jaringan tumbuhan. Jamur endofit dapat diisolasi dari akar,
batang, dan daun tumbuhan_|2]. Jamur endofit merupakan
sumber yang potensial dalam penemuan senyawa-senyawa
metabolit sekunder yang memiiki aktivitas biologis seperti
sitotoksik dan antibiotik [3].

Antibiotik merupakan produk metabolit sekunder
yang dihasilkan suatu mikroorganisme, yang dalam jumlah
kecil bersifat merusak atau menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lainnya. Penggunaan senyawa antibiotik
dapat menimbulkan bakteri patogen yang resisten [4].
Resistensi muncul jika organisme sebelumnya sensitive
terhadap antibiotik pada kadar yang dapat dicapai dengan
aman secara klinis. kemudian, antibiotik tidak efektif lagi
untuk melawan kuman tersebut dan pada pengobatan
selanjutnya harus diganti dengan antibiotik lain dengan
mekanisme kerja yang berbeda [5]. Berdasarkan hal itu,
dalam usaha mengatasi bakteri yang resisten maka perlu
terus dilakukan usaha pencarian senyawa antibiotik baru
dari berbagai sumber daya alam, salah satunya dari jamur
endofit .

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan potensi
ekstrak jamur yang diisolasi dari daun, kulit batang, dan
akar tanaman mangrove yang dikumpulkan dari Sumatera
Barat, Indonesia sebagai keberlanjutan dari penelitian kami
tentang senyawa alami bioaktif yang berasal dari tanaman
mangrove [6-8]. Hasil skrining dari penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa 13 isolat jamur endofit yang aktif
terthadap S. awreus, E. col, dan C. albicans endofit yang
telah berhasil diisolasi dari daun, kulit batang dan akar
tanaman mangrove S. a/ba Sm. Semua ekstrak etil asetat
isolat jamur tersebut menunjukkan aktivitas antibakteri
tethadap bakteri patogen S. aureus, E. ¢/ dan jamur
patogen C. albicans. Diantara semua isolat jamur tersebut,
3 isolat menunjukkan sifat antimikroba paling baik dengan
diameter hambat terbesar, salah satunya adalah ekstrak etil
asetatjamur T. koningiopsis SakKB1 yang mampu membentuk
zona hambat sebesar 22,83 mm terhadap bakteri S. aureus
pada konsentrasi 5% [9].

Jamur  Trichoderma  memiliki  potensi  untuk
memproduksi metabolit sekunder yang bersifat antibiotik
seperti viridin. Viridin dapat menghambat pertumbuhan
atau bahkan mematikan jamur yang lain. Metabolit
sekunder Trichoderma adalah salah satu sumber senyawa
penting untuk pengembangan senyawa antimikroba [7].

Penelitian ini merupakan kegiatan lanjutan untuk
mengisolasi senyawa antimikroba dari jamur T. koningiopsis
SaKB1. Penelitian diawali dengan kultivasi jamur
menggunakan media beras selama satu bulan. Setelah
jamur tumbuh maksimal, jamur diekstraksi berulang
kali dengan pelarut etil asetat. Kemudian ekstrak etil
asetat dikeringkan dengan alat rozary evaporator. Selanjutnya
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difraksinasi dengan pelarut metanol dan #-heksan. Untuk
mendapatkan senyawa murni, ekstrak hasil fraksinasi
dipisahkan dengan kromatografi kolom. Kemudian senyawa
murni dikarakterisasi menggunakan Spektrofotometer
UV-Vis dan Spektrofotometer FT-IR. Penentuan aktivitas
antimikroba dilakukan dengan menghitung Konsentrasi
Hambat Minimum (KHM) terhadap S. aureus, E. coli dan
C. albicans.

Metode Penelitian

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
isolat jamur endofit T. koningiopsis SaKB1 dari tanaman
mangrove S. a/ba Sm yang telah berhasil diisolasi oleh
peneliti sebelumnya [6], media pembenihan jamur
Sabourand ~ Dextrose  Agar (SDA)  (Merck®), media
pembenihan bakteti Nutrient Agar (NA) (Merck®), media
kultivasi jamur endofit (beras) (sokan), kromatografi lapis
tipis (KLT) (Metrck®), disk kloramfenikol (BD BBL™)
dan disk nistatin (Oxoid®), silika gel 60 F254 (Merck®),
sephadex™LH-20 (GE healthcare®), dimetilsulfoksida
(DMSO) (Merck®), etil asetat (Bratachem), #-heksan
(Bratachem), dan methanol (Bratachem),.

Peremajaan Isolat Jamur T. &oningiopsis SaKB1

Medium Sabourand Dextrose Agar disiapkan pada cawan
petri yang telah disterilkan. Kemudian stok kultur jamur T.
koningiopsis SaKB1 dipotong dengan menggunakan spatel
menjadi potongan kecil dan diletakkan pada media dalam
keadaan aseptis di dalam Lawinar Air Flow (LAF) Cabinet
(Innotech®) lalu diinkubasi pada suhu 25 oC selama 4-7

hari.

Kultivasi Jamur T. goningiopsis SaKB1

Kultivasi jamur T. koningiopsis SaKB1 dilakukan
dengan menggunakan beras sebanyak 700 g sebagai
media pertumbuhan jamur. Jamur yang telah diremajakan,
dipotong 1 x 1 cm secara aseptis, kemudian dimasukkan
ke dalam erlenmeyer 1 L berisi 100 g media beras dan 110
ml aquades yang telah disterilisasi. Kultivasi jamur dibuat
dengan 7 kali pengulangan dan diinkubasi pada suhu ruang

selama 4 minggu [12].

Ekstraksi dan Fraksinasi Senyawa Metabolit Sekunder
Hasil Kultivasi

Jamur T. koningiopsis SaKB1 yang telah dikultivasi
selama 4 minggu, selanjutnya dickstraksi menggunakan
pelarut etil asetat. Filtrat etil asetat selanjutnya diuapkan

dengan rofary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental
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etil asetat. Selanjutnya, ckstrak etil asetat difraksinasi
menggunakan pelarut #-heksan dan metanol 90 % (1:1).
Fraksi #-heksan dan metanol kemudian diuapkan dengan
rotary evaporator hingga diperoleh fraksi #z-heksan dan fraksi
metanol. Masing-masing fraksi kemudian diuji aktivitas
antimikroba terhadap mikroba uji S. aureus, E. Coli dan C.

albicans.

Uji Aktivitas Antimikroba

Pengujian aktivitas antimikroba ekstrak etil
asetat dari jamur endofit dilakukan dengan metode difusi
cakram pada konsentrasi 5, 3, dan 1 mg / ml dalam dimetil
sulfoksida (DMSO). Kloramfenikol (30 pg/disk) BD
BBL™ dan nistatin (100 unit/disk) Oxoid® dalam air
suling digunakan sebagai kontrol positif. Kontrol negatif
yang digunakan adalah DMSO. Metode untuk skrining
antimikroba dilakukan sama seperti yang dijelaskan
sebelumnya [6-8].

Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Fraksi Metanol T.
koniniopsis SaKB1

Isolasi senyawa metabolit sekunder fraksi metanol
jamur T. koningiopsis SaKB1 dilakukan dengan menggunakan
kromatografi kolom. Fraksi metanol sebanyak 3,66 g
dikromatografi kolom menggunakan fasa diam silika gel
60 (0,2-0,5mm) (Merck®), dan fasa gerak #-heksan, etil
asetat dan methanol secara Step Gradient Polarity (SGP).
Pemisahan senyawa dengan metode ini menghasilkan 6
fraksi. Fraksi 1 dan fraksi 2 menunjukkan pemisahan yang
cukup baik dengan perbandingan eluen #-heksan : etil
asetat (2:3), oleh karena itu kedua fraksi ini dilanjutkan
pemisahannya menggunakan kromatografi kolom dengan
fasa diam silika gel 60 dan fasa gerak #-heksan : etil asetat
(2:3) dengan metode isokratik. Fraksi 1 menghasilkan
6 subfraksi, yaitu subfraksi 1.1 (10,4 mg), subfraksi 1.2
(8,3 mg), subfraksi 1.3 (40,2 mg), subfraksi 1.4 (10,8 mg),
subfraksi 1.5 (1,3 mg), subfraksi 1.6 (2,3 mg), dan subfraksi
1.7 (130,8 mg). Fraksi 2 menghasilkan 11 subfraksi yaitu
subfraksi 2.1 (97 mg), subfraksi 2.2 (10,2 mg), subfraksi 2.3
(71 mg), subfraksi 2.4 (27,7 mg), subfraksi 2.5 (43,1 mg),
subfraksi 2.6 (25,1 mg), subfraksi 2.7 (43 mg), subfraksi 2.8
(30,1 mg), subfraksi 2.9 (30,7 mg), subfraksi 2.10 (30,7 mg)
dan subfraksi 2.11 (5,6 mg). Kemudian fraksi 4 dilanjutkan
pemisahannya dengan menggunakan kromatografi kolom
dengan fase diam Sephadex™LH-20 (GE healthcare®)
dan fase gerak yang digunakan metanol 100 %. Isolasi
fraksi 4 menghasilkan 5 subfraksi yaitu subfraksi 4.1 (59,6
mg), subfraksi 4.2 (21,6 mg), subfraksi 4.3 (108,8 mg),
subfraksi 4.4 (96 mg), dan subfraksi 4.5 (152,1 mg).

Subfraksi 1.1, subfraksi 2.2 dan subfraksi 4.1
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menunjukkan noda tunggal berekor pada KLT. ketiga
subfraksi tersebut selanjutnya dimurnikan dengan cara
rekristalisasi. Rekristalisasi dilakukan dengan menggunakan
dua pelarut yaitu n-heksan dan etil asetat, schingga
didapatkan senyawa murni M1 sebanyak 8,2 mg (subfraksi
1.1), senyawa murni M2 sebanyak 7,8 mg (subfraksi 2.2)
dan senyawa murni M3 sebanyak 59,6 mg (subfraksi 4.1).

Karakterisasi Senyawa Hasil Isolasi

Karakterisasi  senyawa hasil isolasi, meliputi
pemeriksaan organoleptis, pemeriksaan KLT, pemeriksaan
sifat kimia dan fisikokimia. Pemeriksaan sifat fisikokimia
meliputi analisis menggunakan Spektrofotometer UV-VIS
Pharmaspec 1700 (Shimadzu®), dan Spektrofotometer
Fourtier Transform Infra-Red (FT-IR) Spectrum One

(Perklin Elmer®).

Hasil dan Diskusi

Isolasi senyawa metabolit sekunder dari jamur
Trichoderma koningiopsis dimulai dengan peremajaan isolat
jamur menggunakan media Sabauroud Dextrose Agar
(Metck®).  Sabauroud Dextrose Agar (Merck®) adalah
medium pepton yang ditambahkan dextrose untuk
mendukung pertumbuhan jamur, mycoligal pepton akan
memberikan nitrogen, vitamin, mineral, asam amino, dan
faktor pertumbuhan lainnya [11]. Penelitian ini dilanjutkan
dengan kultivasi menggunakan media beras. Kultivasi
bertujuan untuk memperbanyak jumlah jamur schingga
dapat memperbanyak jumlah ekstrak dan metabolit
sekunder yang dihasilkan [12].

Hasil kultivasi dimaserasi menggunakan pelarut
etilasetat. Proses ckstrasi dipilih maserasi karena proses
pengerjaannya yang mudah dan alat yang dibutuhkan
sederhana serta dapat digunakan untuk menyari sampel
dengan jumlah besar. Ekstrak etilasetat yang diperoleh
selanjutnya difraksinasi menggunakan pelarut #-heksan
dan metanol yang memiliki sifat kepolaran yang berbeda,
dan kedua pelarut tersebut tidak saling bercampur.
Tujuan fraksinasi (defatting) ini adalah untuk memisahkan
senyawa non polar dari ekstrak tersebut. Hasil fraksinasi
menghasilkan fraksi metanol sebanyak 3,66 g dan fraksi
n-heksan sebanyak 1,35 gram. Kedua frasi tersebut
kemudian diuji aktivitas antimikrobanya terhadap 3 jenis
mikroba patogen. Hal ini bertujuan untuk menentukan
fraksi yang memiliki aktivitas antimikroba lebih baik
untuk dapat dilanjutkan ke tahap isolasi senyawa metabolit
sekunder. Berdasarkan hasil pemeriksaan tersebut tampak

bahwa fraksi metanol memiliki diameter hambat lebih
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besar dbandingkan fraksi #-heksan, sehingga fraksi
methanol dipilih untuk tahap isolasi senyawa antimikroba
(gambar 1).

Senyawa M1 berupa serbuk amorf berwarna putih
dengan jumlah 8,2 mg. Senyawa ini mempunyai Rf 0,85
berdasarkan hasil analisis KLT dengan fase gerak #-heksan
: etil asetat (2:3) (Tabel 1). Hasil uji aktivitas menunjukkan

bahwa Senyawa M1 pada konsentrasi 5 % memberikan

diameter hambat 7,25 mm terhadap S. aurens dan 9,60 mm
terhadap E. co/i (Tabel 2, gambar 2 dan 3).

Senyawa M2 berupa serbuk amorf berwarna putih
dengan jumlah 7,8 mg. Senyawa ini mempunyai Rf 0,26
etil asetat (2:3) (tabel 1).

Hasil uji aktivitas menunjukkan bahwa M2 tidak memiliki

dengan fase gerak #-heksan :

aktivitas terhadap ketiga mikroba uji (Tabel 2).
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Staphylococcus  Escherichia coli

Aureus
Mikroba Uji

Candida albicans

Gambar 1. Hasil pemeriksaan aktivitas antibiotik fraksi metanol dan fraksi n-heksan jamur Trico-

derma koningiopsis SaKB1.

Tabel 1. Karakterisasi Senyawa Hasil Isolasi

No Karakterisasi Senyawa M1 Senyawa M2 Senyawa M3
Organoleptis

1 eBentuk Amorf Amorf Minyak
*Warna Putih Putih Kuning
Pemeriksaan Senyawa Kimia

5 eDragendorff Tidak Bereaksi Tidak bereaksi Tidak bereaksi
eFeCl3 Tidak Bereaksi Tidak bereaksi Tidak bereaksi
elieberman-Bouchard Merah Tidak bereaksi Coklat

3 Pemeriksaan Kromatografi lapis  Eluen n-heksan : etil asetat (2:3)  Eluen n-heksan : etil asetat ~ Eluen n-heksan : etil asetat

Tipis (KLT)

Rf 0,85

(2:3) Rf0,26

(2:3)Rf0,8
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Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Aktivitas Antibiotik Senyawa M1, M2 dan M3 terhadap S. aureus dan E. coli

Rata-rata Diameter Hambat + SD (mm)

Senyawa Uji
S. aureus E. coli
M1 7,25+0,56 9,58+1,16
M2 -
M3 11,03+0,53 12,38+1,17
Kontrol positif
23,58 19,56

(Disk Chloramphenicol)

Gambar 2. Hasil pemeriksaan aktivitas antimikroba senyawa M1, M2 dan M3 pada konsentrasi

5% terhadap S. aureus.

Senyawa M3 berupa minyak berwarna kuning
kemerahan dengan jumlah 59,6 mg dan mempunyai nilai
Rf 0,8 dengan fase gerak #-heksan : etil asetat (2:3) (Tabel

1). Hasil uji aktivitas antimikroba menunjukkan bahwa

senyawa ini pada konsentrasi 5 % memberikan diameter
hambat 11,05 mm terhadap S. aureus dan 12,40 terhadap
E. coli sedangkan pada konsentrasi 3 % dan 1 % tidak

menunjukkan adanya diameter hambat (Tabel 2).

Semua senyawa tidak memiliki aktivitas terhadap

C. albicans (Tabel 2, gambar 2 dan 3).
dan Bhardwaj (1997) aktivitas antibakteri dikategorikan

Menurut Arora

memiliki sensitifitas tinggi apabila diameter zona bening
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mencapai >12 mm, sedangkan sensitifitas sedang apabila
diameter zona bening sekitar 9-12 mm dan katgori
sensitifitas rendah apabila diameter berklisar antara 6-9
mm serta resisten apabila 6 mm (tidak memiliki zona
bening) [13].

Pemeriksaan kimia terhadap senyawa M1, M2 dan M3
dilakukan menggunakan pereaksi FeCl3 dan dragendorf
tidak ada perubahan warna. Sementara dengan pereaksi
Lieberman-Bouchard menimbulkan perubahan warna
menjadi kecoklatan terhadap senyawa M1 dan perubahan
warna kuning kemerahan mejadi merah kecoklatan
terthadap M3 (Tabel 1).
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Gambar 3. Hasil uji Aktivitas antimikroba senyawa M1, M2 dan M3 pada kondentrasi 5% terha-

dap E. coli.

UV-VIS
Pharmaspec 1700 (Shimadzu®) dihasilkan panjang

Analisis ~ dengan  Spektrofotometer
gelombang maksimum dari senyawa M1, M2 dan M3
dalam pelarut metanol pro analisis masing-masingnya
yaitu 202,20 nm (Abs=0,842), 202,00 nm (Abs=0,469)
dan 202,60 nm (Abs=0,583). Berdasarkan pita serapan
maksimum yang diperoleh dari spektrum UV menandakan
tidak adanya kromofor yang memberikan transisi dari =
ke n*. Untuk memungkinkan terjadinya transisi ini maka
molekul organik harus mempunyai gugus fungsional yang
tidak jenuh sehingga ikatan rangkap dalam gugus tersebut
memberikan orbital © yang diperlukan [14].

Analisis dengan Spektrofotometer (FT-IR) Spectrum
One (Petklin Elmer®) pada umumnya digunakan untuk
menentukan gugus fungsi suatu senyawa organik,
mengetahui informasi struktur suatu senyawa organik
dengan membandingkan daerah sidik jarinya [13]. Senyawa
M1 menunjukkan puncak bilangan gelombang 3273,64
cm-1 yang diduga diberikan oleh gugus O-H. Serapan
2924,07 cm-1 diduga berasal dari regang C-H alifatis
dan absorpsi pada bilangan gelombang 1696,42 cm-1
diduga adanya regang C=O. Senyawa M2 menunjukkan
puncak bilangan gelombang 2942,08 cm-1 yang diduga
berasal dari regang C-H alifatis, absorpsi pada bilangan
gelombang  1657,07 cm-1 yang merupakan karakteristik
regang C=C dan srapan pada bilangan gelombang 1112,32

cm-1  menunjukkan adanya regang C-O. Senyawa M3
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memberikan serapan pada daerah bilangan gelombang
3416,29 cm-1 yang diduga diberikan oleh gugus O-H,
absorpsi pada bilangan gelombang 2931,36 cm-1 yang
diduga berasal dari regang C-H alifatis, absorpsi pada
bilangan gelombang 1716,59 cm-1 yang diduga merupakan
karakteristik regang C-O yang diperkuat pada daerah sidik
jari dengan bilangan gelombang 1035,37 cm-1 [13].

Senyawa M1 dan M2 diduga termasuk kedalam
golongan terpenoid karena bereaksi positif dengan
pereaksi Lieberman-buchard begitu pula dengan hasil
Spektrofotometer UV-VIS Pharmaspec 1700 (Shimadzu®)
dimana semua senyawa yang didapat tidak menyerap sinar
UV. Beberapa literatur melaporkan adanya beberapa
senyawa meroterpenoid dari jamur Trichoderma koningiopsis
yang aktif terhadap bakteri patogen seperti Koninginin A
dan Koninginin B [15].

Kesimpulan

Pada penelitian ini telah berhasil disolasi senyawa
metabolit sekunder M1, M2 dan M3 dari jamur Trichoderma
koningiopsis SaKB1  yang berasal tanaman mangrove
Sonneratia alba Sm. senyawa M1 dan M3 memiliki sensitifitas
sedang terhadap S. aureus dan E. coli. Berdasarkan hasil
permeriksaan sifat kimia dan fisikokimia, diduga kedua

senyawa tersebut adalah senyawa golongan terpenoid.
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