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ABSTRACT

Endophytic fungi generally produce secondary metabolites that have beneficial biological
activities such as anticancer, antiviral, antibacterial or antioxidant compounds. The aim of this study
was to examine the antioxidant activity of galling-galing leaf endophytic fungi isolate (Cayratia trifolia
L.) by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH) method. This study used IDGG-03 endophytic fungi isolate
fermented for 21 days using MYB medium then extracted and evaporation was carried out. The
fermentate extract obtained was then tested qualitatively and quantitatively for antioxidant activity.
Qualitative results using TLC plates indicate that galling-leaf fungi isolates have antioxidant activity
which is characterized by the presence of yellow spots on a purple background. And in the quantitative
test IC50 68,133 ug / mL was obtained, which indicated the antioxidant activity of galling-vane leaf
endophytic fungi isolate (Cayratia trifolia L.) classified as a strong antioxidant.
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PENDAHULUAN

Pada tumbuhan banyak terdapat fungi
endofit, berbagai jenis tumbuhan terutama
tanaman obat, sehingga dapat digunakan
sebagai sumber isolat fungi endofit. Fungi
endofit adalah kelompok jamur yang sebagian
atau seluruh hidupnya berada dalam jaringan
tumbuhan hidup dan biasanya tidak merugikan
inangnya.

Fungi endofit umumnya memproduksi
metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
biologis yang bermanfaat seperti misalnya
senyawa-senyawa antikanker, antivirus, atau
antibakteri.

Fungi endofit yang tumbuh pada
jaringan tumbuhan obat, juga dapat
menghasilkan senyawa yang memilki khasiat
sama dengan tanaman inangnya, walaupun
jenis senyawanya berbeda. Sementara itu,
senyawa yang dihasilkan fungi endofit sering

kali memiliki aktivitas yang lebih besar
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dibandingkan  senyawa dari  tanaman
inangnya.? Kemampuan dari mikroba endofit
memproduksi senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan tanaman inangnya merupakan
peluang yang sangat besar untuk memproduksi
metabolit sekunder dari mikroba endofit yang
diisolasi dari tanaman inangnya tersebut.?
Salah satu tumbuhan yang dapat digunakan
sebagai sumber isolat fungi endofit adalah
daun galing-galing (Cayratia trifolia L.).

Pada penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh oleh Annisa Almaghfirah
Achmar (2018) terkait Profil Bioautogram Isolat
Fungi Endofit dari daun galling-galing sebagai
antibakteri, yang dimana dilakukan identifikasi
komponen kimia dan didapatkan hasil positif
mengandung Flavonoid yang merupakan alah
satu senyawa yang dapat berkhasiat sebagai
antioksidan. Senyawa flavonoid diketahui
mampu berperan menangkap radikal bebas

atau berfungsi sebagai antioksidan alami.*
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Selain itu, penelitian uji aktivitas antioksidan
terhadap ekstrak daun tanaman galing-galing
(Cayratia trifolia L.) telah diteliti oleh Rumayati
tahun 2014 dan memperoleh hasil adanya
aktivitas antioksidan pada ekstrak daun galing-
galing (Cayratia trifolia L.).

Maka dari itu, pada penelitian ini akan
dilakukan sebagai pengujian lebih lanjut
mengenai aktivitas antioksidandaun galling-
galing (Cayratia trifolia L.) dengan mengisolasi
fungi endofit dan menarik metabolit sekunder
yang diproduksi oleh fungi endofit untuk
diketahui aktivitas antioksidannnya dengan
metode peredaman radikal bebas DPPH.
METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan yaitu autoklaf
(SMIC Model YX-280 B), cawan petri (Normax),
fermentor, gelas Erlenmeyer (lwaki Pyrex),
gelas kimia 250 dan 500 ml (lwaki Pyrex),
inkubator (Memert), Laminar Air Flow (LAF),
lampu UV 254 nm dan 366 nm, lempeng KLT
G60 F254 (E.Merck), oven (Memert), pipa
kapiler, timbangan analitik (Chyo), vial dan
jarum ose. Bahan-bahan yang digunakan pada
penelitian ini adalah daun galing-galing
(Cayratia trifolia L.), aquadest,DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazil) 100 ppm, etil asetat,
medium Potato Dextrose Agar (PDA), medium
Maltosa Yeast Broth (MYB), metanol pro
analisis.

Prosedur Kerja
Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dicuci hingga
bersih dengan air suling, kemudian alat-alat
gelas disterilkan dengan menggunakan oven
pada suhu 180°C selama 2 jam, serta medium
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C

selama 15 menit.b

Pemurnian kultur fungi endofit

Isolat fungi endofit diambil dengan
menggunakan kawat ose dan dipindahkan ke
medium Potato Dextrosa Agar Chloramfenikol
(PDAC) baru untuk ditumbuhkan kembali
dengan cara menggoreskan kawat ose pada
jamur lalu ditusukkan di tengah-tengah medium
baru. Kemudian diinkubasi pada suhu ruangan
selama 3 x 24 jam.5
Fermentasi isolat aktif

Isolat aktif kemudian diambil dengan
menggunakan ose dan dimasukkan ke dalam
tangki fermentor yang berisi 2000 mL medium
cair Maltosa Yeast Broth (MYB), selanjutnya
dilakukan fermentasi menggunakan Fermentor
dengan kecepatan 200 rpm pada suhu ruangan
selama 21 hari.
Ekstraksi fermentasi isolat fungi endofit

Hasil dari fermentasi akan diperoleh
supernatan dan miselia yang disaring
menggunakan kertas saring kemudian diambil
supernatannya dan diekstraksi dengan metode
ekstraksi cair-cair menggunakan etil asetat.”
Pengujian Kualitatif

Pengujian dilakukan dengan cara
ekstrak fermentat dilarutkan dengan pelarut
yang digunakan pada ekstraksi, kemudian
ditotolkan pada plat KLT dengan menggunakan
pipa kapiler. Plat yang sudah ditotolkan
selanjutnya dielusi dengan eluen yang sesuai.
Selanjutnya disemprot dengan reagen DPPH
hingga permukaan terbasahi secara
menyeluruh dan dibiarkan selama beberapa
menit pada ruanagan tertutup. Setelah itu,
bercak muncul diamati.®
Pengujian Kuantitatif
Pengujian dilakukan dengan cara membuat
variasi konsentrasi (5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50
ppm, 100 ppm) dari ekstrak fermentasi.

Masing-masing konsentrasi di pipet 1 mL,
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ditambahkan metanol p.a 4 mL lalu
ditambahkan larutan DPPH 0,04%. Campuran
yang telah dibuat tersebut kemudian dikocok
dan diinkubasi dalam kondisi gelap selama 30
menit. Setelah itu, dilakukan pengukuran
HASIL DAN PEMBAHASAN

terhadap absorbansi dari masing-masing
campuran menggunakan spektrofotometri UV-
Vis pada panjang gelombang 517 nm. Pada uiji

ini vitamin C digunakan sebagai standar.®

Tabel 1. Persentase inhibisi dan Nilai ICso dari Ekstrak fermentat daun galling-galing (Cayratia trifolia

L)
Kosentrasi (ppm) %inhibisi ICso (ug/mL)
5 26,157
10 27,033
25 34,918 69.193
50 42,553
100 61,451

Blanko -

Tabel 2. Persentase inhibisi, dan Nilai ICso dari Pembanding Asam Askorbat

Kosentrasi (ppm) %inhibisi ICso (ug/mL)
2 18,272
6 35,794
8 49,687 8.250
10 60,075
12 69,211

Blanko -

Fungi endofit adalah kelompok yang
tinggal di dalam jaringan hidup tanaman inang
tanpa menimbulkan penyakit. Metabolit
sekunder yang dihasilkan oleh fungi endofit
memiliki potensi dalam dunia yaitu dengan
menghasilkan produk antibiotik, komponen
antivirus, antikanker, antioksidan, insektisida,
dan komponen imunosupresif.*°

Penelitian dilakukan dengan
pemurnian pada isolat fungi endofit IDGG-
03dengan menggunakan medium Potato
Dextrose Agar Cloramphenicol (PDAC),
dimana PDA (Potato Dextrose Agar) memiliki
sumber karbohidrat dan dextrosa sebagai
sumber karbon untuk menunjang pertumbuhan
fungi endofit. Media pertumbuhan PDA (Potato
Dextrose Agar) juga merupakan salah satu

media kultur yang paling umum digunakan
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karena formulasinya sederhana dan
merupakan media terbaik karena
kemampuanya dalam mendukung

pertumbuhan  pada  berbagai jamur.!!
Sedangkan pada media alternatif memiliki
nutrisi  yang lebih kompleks sehingga
pertumbuhan jamur belum seoptimal media
PDA (Potato Dextrose Agar). Adapun tujuan
ditambahkan kloramfenikol untuk mencegah
pertumbuhan bakteri  dalam medium,
kloramfenikol merupakan antibiotik yang
mempunyai spektrum luas sehingga dapat
menghambat hampir semua bakteri gram
positif dan sejumlah bakteri gram negatif.
Isolat fungi endofit kodel DGG-03 yang
telah diremajakan selanjutnya difermentasi
dengan medium Maltosa Yeast Broth

(MYB)selama 21 hari. Digunakan medium MYB
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karena medium ini merupakan medium cair
yang mengandung ekstrak yeast sebagai
sumber protein, maltosa serta dextrosa
sebagai sumber karbon dan pepton sebagai
sumber asam amino yang dibutuhkan dalam
pertumbuhan sintesis sel serta keperluan
energi metabolisme mikroorganisme.*?
Fermentasi dilakukan 21 hari karena pada hari
ke-15 hingga ke-21 terjadi fase stationer
dimana pertumbuhan fungi relatif tetap,
pertumbuhan fungi seimbang dengan jumlah
sel yang mati. Pada fase stationer meskipun
karbon sebagai sebagai sumber energi atau
nutrisi yang penting telah habis digunakan,
tidak berarti pertumbuhan terhenti dikarenakan
terjadinya lisis pada sel mati dan digunakan
sebagai sumber nutrisi.'3

Ekstraksi cair-cair pada fermentat yang
telah diperoleh dari proses fermentasi
dilakukan dengan menggunakan pelarut etil
asetat. Dilakukan ekstraksi dengan
menggunakan pelarut etil asetat. Etil asetat
merupakan pelarut organik yang bersifat semi-
polar dan  sering  digunakan untuk
mengekstraksi kultur fungi endofit.}* Sehingga
diharapkan dapat mengekstrak lebih banyak
komponen polar maupun non-polar dan mudah
dipisahkan dengan cairan MYB yang besifat
polar. Selain itu, etil asetat merupakan pelarut
yang baik digunakan untuk melarutkan
senyawa-senyawa yang berpotensi sebagai
antioksidan.®  Ekstrak yang  diperoleh
kemudian diuapkan dan didapatkan ekstrak
kental sebanyak 40 mg.

Uji aktivitas antioksidan dilakukan
menggunakan metode pengukuran serapan
radikal DPPH secara kualitatif dan kuantitatif.
Uji radikal DPPH secara luas digunakan,
dikarenakan metode DPPH cepat dan

terpercaya untuk menguji kemampuan

antioksidan dalam meredam radikal bebas.®
Pada metode lain selain DPPH membutuhkan
reagen kimia yang cukup banyak, waktu
analisis yang lama, biaya yang mahal dan tidak
selalu dapat diaplikasikan pada semua
sampel.’

Pengujian aktivitas antioksidan secara
kualitatif dilakukan dengan menggunakan KLT
(Kromatografi Lapis Tipis) untuk mengetahui
ada atau tidaknya senyawa aktif dari isolat
daun galing-galing (Cayratia trifolia L.) yang
memiliki aktivitas antioksidan dalam meredam
radikal bebas.Senyawa yang mempunyai
aktivitas antioksidan akan bereaksi dengan
DPPH yang berwarna ungu dan berubah
menjadi warna kuning, senyawa yang lebih
stabil. Senyawa antioksidan akan bereaksi
dengan radikal DPPH melalui mekanisme
donasi atom hidrogen dan menyebabkan
terjadinya peluruhan warna dari ungu ke
kuning.18

Berdasarkan hasil pengujian kualitatif
menunjukkan bahwa ekstrak isolat IDGG-03
memiliki potensi sebagai antioksidan dengan
noda warna kuning berlatar belakang ungu.
Selanjutnya dilakukan pengujian secara
kuantitatif dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Dibuat larutan stok
1000 ppm dari ekstrak fermentat fungi IDGG-
03 dan dilarutkan menggunakan metanol p.a.
penggunaan metanol p.a dikarenakan metanol
p.a tidak mempengaruhi reaksi antara sampel
uji sebagai antioksidan dengan DPPH sebagai
radikal bebas.!®

Selanjutnya  dilakukan  pengujian
secara kuantitatif menggunakan
spektrofotometer UV-Vis. Dibuat larutan stok
1000 ppm dari ekstrak fermentat fungi IDGG-
03 dan dilarutkan menggunakan metanol p.a.

Penggunaan metanol p.a dikarenakan metanol
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p.a tidak mempengaruhi reaksi antara sampel
ujisebagai antioksidan dengan DPPH sebagai
radikal bebas.'® Variasi konsentrasi yang
digunakan pada sampel yakni 5 ppm, 10 ppm,
25 ppm, 50 ppm dan 100 ppm. Sedangkan
untuk konsentrasi pembanding sebesar 2 ppm,
6 ppm, 8 ppm, 10 ppm dan 12 ppm.
Pembanding yang digunakan sebagai kontrol
positif adalah asam askorbat. Alasan
penggunaan asam askorbat  sebagai
pembanding karena asam askorbat merupakan
senyawa murni  yang memiliki aktivitas
antioksidan kuat terbukti dengan nilai ICso kecil
. Asam askorbat mudah mengalami oksidasi
oleh radikal bebas karena mempunyai ikatan
rangkap serta terdapat 2 gugus —OH yang
terikat pada ikatan rangkap tersebut. Asam
askorbat mampu menangkap radikal bebas
dengan atau tanpa Kkatalisator enzim.
Reaksinya terhadap senyawa oksigen reaktif
lebih cepat dibandingkan dengan komponen
cair lainnya.'® Kemudian dari masing masing
konsentrasi ditambahkan larutan DPPH 1 mL
dan dicukupkan dengan methanol p.a sampai 5
mL. Dihomogenkan dan diinkubasi selama 30
menit pada ruangan gelap karena DPPH
sangat peka terhadap cahaya. Tujuan dari
inkubasi adalah agar sampel tersebut dapat
bereaksi dengan DPPH secara sempurna.
Menurut Lailiyah (2014) Sampel yang
diinkubasi akan lebih stabil serta memiliki
penurunan absorbansi yang lebih singnifikan
dibandingkan sampel yang tidak diinkubasi.
Pengukuran dilakukan pada  panjang
disebabkan DPPH
memberikan penyerapan kuat di 517 nm
Dilakukan

perihitungan persen inhibisi untuk digunakan

gelombang 517
elektron.

karena  ganjilnya

dalam membuat persamaan garis regresi linear

yang digunakan dalam menentukan nilai 1Cso.
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Nilai ICso (Inhibitor Concentration) merupakan
parameter yang digunakan untuk mengetahui
tingkat peredaman sampel terhadap radikal
DPPH, yaitu konsentrasi aktivitas antioksidan
yang menghambat 50% radikal bebas DPPH.

Dibuat persamaan regresi linear antara
konsentrasi (ppm) sebagai absisnya (sumbu x)
dan persen inhibiai sebagai ordinatnya (sumbu
y). Dan dari persamaan regresi tersebut dapat
ditentukan nilai 1ICso. Persamaan regresi linear
yang dihasilkan pada ekstrak fermentat isolat
daun galling-galing (Cayratia trifolia L.) kode
IDGG-03 yaitu y = 0,375x + 24,45 dengan nilai
R? sebesar 0,996. Sedangkan persamaan
regresi linear pembanding asam askorbat
adalah y = 5,219x + 6,940 dengan nilai R?
sebesar 0,994. Kemudian dari regresi linear
tersebut dimasukkan dalam persamaan garis
lurus y = bx+ a untuk menentukan nilai 1Cso.

Berdasarkan hasil perhitungan nilai
ICsov ekstrak fermentat IDGG-03 termasuk
antioksidan kuat karena nilai ICsoberada pada
kisaran 50-100 pg/mL vyaitu 69,193ug/mL.
Sedangkan pembanding Asam askorbat
termasuk antioksidan sangat kuat karena
memiliki nilai 1Cso kurang dari 50 pg/mL yaitu
8,250ug/mL.
KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan
dapat disimpulkan bahwa Ekstrak fermentat
isolat fungi endofit daun galling-galing (Cayratia
trifolia L.) kode IDGG-03 memiliki nilai 1Cso
sebesar 69,193ug/mL  dan termasuk
antioksidan kuat
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