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Abstract: Modern medicines that are developing now come from active ingredients isolated
from plants that require large amounts of plants. The development of new drugs from
endophytic fungi found obstacles in the amount of pure compounds produced. Therefore
further research is needed by using endophytic fungi as a new antimicrobial producer. This
study aims to see the ability or activity of pure compounds produced by Sporothrix sp
endophytic fungi from Dahlia tuber (Dahlia variabilis). Test the activity of pure compounds
produced by Sporothrix sp. Endophytic fungi on E. coli and Saphylococcus aureus
determined by disc diffusion method. With doses of 10, 30 and 50ug/disk. In Escherichia coli
bacteria doses 10 and 50ug/disk gave significant inhibition of pure compounds from isolation
compared to the positive control of ciprofloxacin, which was marked by a statistically
significant test result (p <0.05). In contrast to Saphylococcus aureus there was no significant
difference in doses of both doses of 10.30 and 50ug/disk. Determination of pure compounds
was carried out by HPLC and Infra Red Spectrophotometry.
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Pemakaian obat antibakteri sintesis secara terus-
menerus tidak hanya membunuh bakteri itu
sendiri namun juga mempercepat terjadinya
resistenss patogen. Untuk itu diperlukan
dternatif obat antibakteri yang aman yang
berasal dari bahan alam.

Sumber bahan baru bioaktif yang banyak
dieksploras sekarang ini adalah jamur endofit.
Ha ini dikarenakan jamur endofit dapat
menghasilkan metabolit sekunder yang dapat
dikembangkan menjadi bahan baku obat.
Senyawa yang dihasilkan jamur endofit
seringkali memiliki aktifitas yang lebih besar
dibandingkan aktivitas dari senyawa tumbuhan
inangnya(1). Pembiakan atau kultur jamur
endofit dapat dilakukan dalam jumlah yang
sangat besar tanpa memerlukan lahan yang luas
seperti tumbuhan. Pemanfaatan jamur endofit
sebagai penghasil sumber bahan baku obat
alami akan mereduksi kerusakan alam yang
disebabkan oleh eksploitas tumbuhan obat
dalam jumlah yang besar.

Produks senyawa antimikroba dari tanaman
dalam jumlah massal membutuhkan tanaman
dalam jumlah yang banyak, sehingga diperlukan
lahan yang luas serta waktu yang relatif lebih

lama menunggu masa pertumbuhan tanaman.
Kendala tersebut dapat diatas dengan
mengisolasi senyawa metabolit sekunder dari
mikroba. Salah satunya adalah mikroba endofit
yang hidup dalam jaringan tanaman(2).

Fitriyah.dkk,(2014) melaporkan Jamur
endofit umbi tanaman dahlia yang telah diisolasi
adalah Moniliasp (LBKURCC 40), Fusarium sp
(LBKURCC 41), Monilidla sp (LBKURCC
42), dan Sporothrix sp (LBKURCCA43). Dari
keempat isolat diatas mempunyai bioaktivitas
antimikroba terhadap bakteri Gram positif,
Gram negatif serta jamur. Fusarium sp
(LBKURCC 41) dan Sporothrix sp (LBKURCC
43) adalah jamur endofit umbi dahlia yang
menghasilkan  metabolit  sekunder  yang
mempunyai  aktivitas antimikroba terhadap
E.coli dan Staphylococcus aureus, tapi senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan belum
dimurnikan dan belum ditentukan struktur
kimianya serta bioaktifitasnya terhadap mikroba
penyebab penyakit infekss juga belum
dilakukan(3).

Penelitian ini bertujuan untuk melihat
kemampuan atau aktivitas dari senyawa murni
yang dihasilkan oleh jamur endofit Sporothrix



sp dari umbi Dahlia.(Dahlia variabilis). Dalam
penelitian ini akan ditemukan dosis berapa dari
senyawa murni yang ditemukan dari metabolit
sekunder jamur Sporothrix sp yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri E.coli dan
Staphylococcus aureus.

BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Autoclaf 1925x (Wiconsin
Alumnium Foundry Co.Inc.Monitowoc), High
Speed Micro Centrifuge Model CT 15RE,
vortex mixer H-VM-300, Water Bath Grant
SUB28, incubator Memmert, rotary shaker
(Daihan Labtech Co.LTD), spektrofotometer IR
Shimadzu Prestige 2100, HPLC, oven, cawan
petri, jarum ose, bunsen, kompor gas, pengaduk
kaca, pinset, kertas saring, inkubator, aluminium
foil, mikroskop, cover glass, gelas obyek, gelas
ukur, tabung reaksi, pipet volume, erlenmeyer,
jangka sorong, botol media, shaker incubator,
sentrifugasi, timbangan analitik dan silet.

Bahan -bahan yang digunakan adalah
media Potato Dextrose Agar (PDA) no Cat
1.10130.0500, Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) No cat 1.08339.0500, Sabouraud
Dextrose Agar (SDA), media Nutrient Agar
(NA) No cat 1.05450,0500, media Nutrient
Broth (NB) no cat 1.05443.0500. (semua media
diproduksi oleh Merck KGaA Germany),
natrium klorida (NaCl), media Huang et al
(2007), Kaium Dihidrogen Pospat (KH,POy,),
Magnesium sulfat hepta hidrat (MgSO,.7H0),
dan bes sulfat hepta hidrat (FeSO,.7H.0).
Milipore syringe filter 0,2 um (Puradisc TM
13mm cat no 6786-1302), kertas cakram 6mm
(macherey-nagel MNB827ATD).Isolat  jamur
endofit Sporothrix sp LBKURCC 43 yang telah
diisolass dari umbi tanaman dahlia (Dahlia
variabilis) pada penditian  sebelumnya
(Lorenita,2011). Mikroorganisme yang
digunakan dalam uji antimikroba adalah bakteri
Stapylococcus aureus, Escherichia coli yang di

dapat dari koleksi Fakultas Kedokteran
Universitas Andalas Padang.

Prosedur Penditian.

Produksi Isolat

Fermentas dilakukan pada kondis
optimum yaitu suhu 37°C, pH 4, aerasi 50vvm,
agitas 150 ppm dengan variasi media Huang et
al dengan ammonium dan Na CMC+sukrosa
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dengan volume 6 liter. Komposiss medianya
dapat dilihat padatabel 1 dibawahini.

Tabel 1. Komposisi variass media Huang et al (2007)

Komposisi Berat atau volume
Na CMC + Sukrosa 42 +126¢
NaNO; 189
KH,PO, 9g
Amonium sulfat 9¢g
KCl 34
MgS0,.7H,O 30
FeSO,.7H,0 0,06 g
Aquadest 6L
Ekstraksi |solat

Isolat diekstrakss dengan metoda
kromatografi flash. Pemisahan lanjut dari suatu
fraks sehingga mendapatkan isolat murni dapat
dilakukan dengan kromatografi flash. Besar
kolom kromatografi flash yang digunakan
berdiameter 2,5 cm. Fasa diam yang digunakan
silica gel 230-400 nm dengan perbandingan
banyak silica gel kolom dengan sampel adalah
1:50-60. Silika gel dalam kolom dibuat dengan
cara kering dengan cara silica dimasukkan ke
dalam kolom yang telah beris sedikit pelarut
yang akan digunakan untuk elus kemudian
dikocok sehingga pelarut dan silica bercampur.
Selanjutnya kolom ditekan dengan air pump
agar dlica memadat. Kemudian sgumlah
sampel yang telah dilarutkan dalam sedikit
pelarut yang akan digunakan ditempatkan diatas
silica kolom. Sampel sebanyak 2,7 gram yang
telah diimpregnas dengan 3 gram silica
dilakukan pemisahan lebih lanjut dengan
menggunakan kromatografi flash.

Pemisahan Ekstrak etil asetat Sporothrix sp
dengan VL C (Kromatografi Vakum Cair)
Kromatografi  vakum  cair  (yang
berdiameter 10 cm dan tinggi 20 cm) diis
dengan silika gel 60 GF,s4 hingga mencapai
ketinggian lebih kurang 10 cm. Pengisian kolom
dilakukan dalam keadaan vakum, agar diperoleh
kerapatan kemasan maksimum. Sebanyak 2,7 g
sampel preadsorpsi dan kemudian dimasukkan
kedalam kolom. Selanjutnya difraksinasi secara
bergradien menggunakan pelarut n-heksana-
etilasetat  perbandingan  70:30  kenaikan
kepolaran 10% sampai perbandingan metanol-
etil asetat (50:50) kenaikan kepolaran 10%.
Hasil pemisahan ditampung dalam erlemeyer
yang telah diberi nomor dan dipekatkan dengan



rotary evapaporator, selanjutnya dilakukan uji
KLT untuk mengetahui jumlah komponen dari
masing — masing fraksi. Fraksi yang memiliki
pola noda yang sama digabungkan. Fraksi F3 —
F5 diperoleh berupa kristal kemudian dicuci
dengan etil asetat dan selanjutnya dikritalisasi
dengan diklorometan, dapat dilihat pada tabel 2
dibawah ini.

Pemisahan Ekstrak etil asetat Sporothrix sp
dengan VL C (Kromatografi Vakum Cair)

Tabel 2. Fraksi-fraksi yang memiliki pola noda pada KLT

No Eluen Berat ()
Fraks
F1 HE=7:3 0,3174
F2 HE=6:4 0,1311
F3 HEE=5:5 0,3024
F4 E=100% 0,6880
F5 EM=9:1 0,0,71
F6 EM=8:2 0,1319
F7 EM=7:3 0,511
F8 EM=6:4 0,0637
F9 EM=5:5 0,049

Pemisahan Ekstrak etil asetat Sporothrix sp
dengan Kromatogr afi Flash

Kolom dapat dibuat dengan membuat
bubur slika gd (230~ 400) dengan cara
melarutkannya dengan pelarut n-heksana dan
diaduk rata. Kemudian dituangkan ke dalam
kolom secara perlahan-lahan. Silika gel dalam
kolom dibuat padat dan permukaannya jangan
sampai  kering. Pengelusian kolom dilakukan
dengan berbaga eluen yang memiliki kepolaran
meningkat, mulai dari n-heksana 100%,
perbandingan n-heksana dengan etil asetat
sampai etil asetat 100%. Sebanyak 1,5 gram
sampel dipreadsorbsi terlebih dahulu sebelum
dimasukan ke dalam kolom, kemudian dielusi
dengan pelarut hingga terbentuk pita-pita. Hasll
fraksinasi yang keluar ditampung dalam vial
yang telah diberi nomor.

Fraksi-fraksi hasil pemisahan dengan
kromatografi kolom yang menunjukkan adanya
kristal dilakukan uji KLT untuk mengetahui
harga Rf (Retardation factor) yang sama
sehingga dapat digabung. Kristal yang terbentuk
direkristalisasi kemudian  kristal hasil
rekristalisasi dilakukan uji KLT dan uji HPLC.

Andisis HPLC ini  dilakukan
menggunakan metode gradien elusi. Sampel
dilarutkan dengan metanol (HPLC grade) (1 mg
dadam 1 mL metanol). Larutan kemudian
disaring dengan penyaring whatman 0,45 pL.
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Filtrat sebanyak 20 pL diinjekkan ke dalam
kolom, kemudian sampel dianalisis selama 20
menit menggunakan metode yang sesuai.
Kolom yang digunakan pada HPLC adalah
Shimpack VP-ODS dengan panjang dan
diameternya yaitu 150 x 4,6 mm. Kristal
senyawa murni dikarakterisasi menggunakan
spektroskopi IR.

Uji aktivitas antimikroba senyawa murni
(metoda Kirby Bauer)

Pembuatan media agar

Media yang digunakan untuk uji
antibakteri yaitu NA (Nutrient agar) dan media
uji anti jamur yaitu PDA (potato dextrose agar).
NA sebanyak 20 gram dilarutkan dalam 1000
ml aquadest dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, masing-masing sebanyak 15 ml. Media
ditutup dan distrerilisasi pada suhu 121°C dan
tekanan 15 ps selama 15 menit (4). PDA
sebanyak 39 gram dilarutkan dalam 1000 ml
aguadest kemudian media dimasukkan ke dalam
tabung reaksi, masing-masing sebanyak 15 ml.
Media ditutup dan disterilisasi pada suhu 121°C
dan tekanan 15 psi selama 15 menit (4).

Peremajaan Mikroba

Peremgjaan Mikroba bertujuan untuk
meremgakan kembali bakteri (Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli) dari agar miring ke
dalam larutan NB. Media NB yang telah dibuat
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan di
sterilisasi. Bakteri dari agar miring diambil
dengan menggunakan jarum ose  steril,
kemudian diinokulasikan ke dalam media NB.
Tabung ditutup dengan kapas kemudian
diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C
selama 24 jam.

Uji Antibakteri

Media dipanaskan sampa mencair dan
didinginkan pada suhu 50°C dalam waterbath,
kemudian ditambahkan 1 ml biakan bakteri
E.coli dan SAureus (ODgyonm-0,1)(5) ke dalam
tabung, kemudian dihomogenkan dan dituang
ke dalam cawan petri. Setelah media memadat,
kertas cakram yang telah dtetesi dengan sampel
uji (konsentrasi 500pg/ml, 300 pg/ml dan 100
pg/ml) diletakkan diatas media agar. Kontrol
positif yang digunakan vyaitu ciproflocaxin
dengan konsentrasi 300ug/ml  dan kontrol
negatif yaitu DMSO yang digunakan untuk
melarutkan sampel. Cawan petri  diinkubasi



dalam inkubator pada suhu 37°C. Diameter
daerah hambat pertumbuhan bakteri diukur
setelah diinkubasi 24 jam. Semua perlakuan
secara aseptik dan diulang sebanyak dua
kali.(4).

HASIL

Ekstrak kental yang dihasilkan dari proses
evaporasi adalah 2,7 gram dari 6 liter
fermentasi, dengan warna coklat tua dan bau
khas amonia. Ekstrak kering yang diperoleh
setel ah proses penguapan adalah 0,3024 gram.

Hasil pemurnian 6 liter sampel hasil isolasi
ekstrak  jamur  endofit  Sporothrix — sp
(LBKURCC 43) dilakukan dengan metode
kromatografi lapis tipis (KLT) dengan berbagai
variasi komposisi eluen memperlihatkan noda
tunggal dan dilakukan berulang pada setiap
komposisi.

Sebanyak 0,3024g sampel preadsorpsi
dan kemudian dimasukkan kedalam kolom.
Selanjutnya difraksinasi secara bergradien
menggunakan pelarutnya heksana - etil asetat
perbandingan 70:30 kenaikan kepolaran 10%
sampai perbandingan metanol-etil asetat (50:50)
kenaikan kepolaran 10%. Hasil pemisahan
ditampung dalam erlemeyer yang telah diberi
nomor dan dipekatkan dengan rotary
evapaporator, selanjutnya dilakukan uji KLT
untuk mengetahui  jumlah komponen dari
masing — masing fraksi. Fraksi yang memiliki
pola noda yang sama digabungkan. Fraksi F3 —
F5 diperoleh berupa krista yang murni
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kemudian dicuci dengan etil asetat dan
selanjutnya dikritalisas dengan diklorometan.
Senyawa F3 dilakukan uji kemurnian dengan
KLT dan HPLC yang dapat dilihat pada tabel 3
dibawah ini.

Tabd 3. Hasil uji KLT dari masing-masing fraksi.

No Eluen Berat () Jumlah
Fraksi spot
F1 HE=7:3 0,3174 6
F2 HE=6:4 0,1311 5
F3 HEE=5:5 0,3024 4
F4 E=100% 0,6880 4
F5 EM=9:1 0,0,71 5
F6 EM=8:2 0,1319 4
F7 EM=7:3 0,511 5
F8 EM=6:4 0,0637 5
Fo EM =55 0,049 6
Pengukuran  dengan  menggunakan

spektrum IR (infra red) menunjukkan adanya
sergpan yang khas dan tgam pada beberapa
panjang gelombang. Hasil analisis spektrum
infra merah senyawa F3 hasil isolas ekstrak
jamur endofit Sporothrix sp terlihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Spektrum infrared senyawa F3



Spektrum infra merah menunjukkan
adanya pita- pita untuk serapan untuk gugus
amina N-H pada panjang gelombang 3300-3000
cm™ , Getara lentur N-H terbentang pada area
1650-1580 cm™, untuk amina juga dapat
terlihat pada area 910-665 cm™. Getaran
peregangan C-N dari amina difatik diamati
sebagai pita sedang atau lemah di wilayah 1250-
1020cm* . Ddlam amina aromatik, band ini
biasanya kuat dan di wilayah 1335-1250 cm™.
N—H peregangan 3400-3250 cm™, 1° amina: dua
pita dari 3400-3300 dan 3330-3250 cm™, 2°
amina: satu pita dari 3350-3310 cm™, 3° amina:
tidak ada band di wilayah ini N-H bengkokan
(hanya amina primer) dari 1650-1580 cm™,
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Peregangan C-N (amina aromatik) dari 1335-
1250 cm™, C-N stretch (aliphatic amines) dari
1250-1020 cm™, N-H wag (primer dan
sekunder hanya) dari 910-665 cm™.

Spektroskopi HPLC

Pengukuran dengan menggunakan alat
HPLC (High Performance Liquid
Cromatography). Hasilnya dapat dilihat pada
Gambar 2. Untuk uji kemurnian senyawa
terlihat pada kromatogram bahwa satu puncak
yang muncul, ini menandakan senyawa tersebut
murni.
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Hasil pengujian dengan HPLC



Pengujian senyawa hasil isolasi terhadap
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isolasi terhadap bakteri tersebut dinyatakan

uji bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus pada Tabel 4.

aureus. Uji bioaktivitas senyawa F3 Hasll

Tabel 4. Uji Bioaktivitas senyawa F3 hasil isolasi terhadap E.coli dan Staphylococcus aureus

dengan berbagai dosis.

Rata-rata diameter hambat (mm)

Senyawa murni

F3 hasil isolasi. 10 pg/disk
Escherichia coli 29,10
Staphylococcus aureus 29,40

Dosis yang digunakan
30 pg/disk 50 pg/disk K+
32,60 38,40 47,60
29,80 31,40 45,10

Zona hambat yang terbentuk terlihat pada Gambar 3 dibawah ini.

1. Terhadap Bakteri Escherichia coli

2. Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus

Gambar 3. Zona hambat yang terbentuk pada variasi media Huang et al(2007)dengan dosis 10, 30 dan 50 pg/disk.

PEMBAHASAN

Hasil uji daya hambat senyawa murni F3
diatas terlihat senyawa murni tersebut
memberikan daya hambat yang besar pada
dosis 50ug/disk yang terlihat pada daya
hambat terhadap bakteri Escherichia coli
38,40mm. Pada bakteri Staphylococcus
aureus juga memberikan daya hambat sebesar

31,40mm, sedangkan pada kontrol positif
ciproploxacin sebesar 47,60mm.

Pemilihan  ciprrofloxacin  sebagai
kontrol  positif ~ karena  ciprofloxacin
merupakan golongan obat flouoquinolon yang
berfungs untuk menghambat sintesis DNA
bakteri sehingga menghambat resistensi
mikroba dan  merupakan  antimikroba
berspektrum luas dan resistensi mikroba tidak
cepat berkembang. (6).



Pada bakteri Escherichia coli dosis 10
dan 50 pg/disk memberikan daya hambat
yang bermakna pada senyawa F3 hasil isolasi.
Berbeda dengan Staphylococcus aureus tidak
ada perbedaan dosis yang bermakna baik
dosis 10,30 dan 50 pg/disk. Dari bentuk
kromatogram yang ditemukan dari hasil
spektofotometer IR dan HPLC, adanya gugus
amina yang secara umum dapat berfungsi
sebagal antibakteri dan anti jamur.

Dari  hasil andisa HPLC dan
Spektrofotometer IR, senyawa murni F3
mengandung senyawa terpenoid  yang
fungsinya membunuh  bakteri  dengan
mendenaturasi protein sel dimana terjadinya
ikatan protein sel dengan senyawa terpenoid
yang mengakibatkan protein sel tersebut
rusak. lkatan hidrogen yang terbentuk akan
menganggu permebedlitas dinding sel dan
membran sitoplasma yang keduanya tersusun
dari protein. Permeabilitas dinding sel dan
membran  sitoplasma  terganggu  akan
menyebabkan keti dakseimbangan
makromolekul dan io daam se sehingga
terjadi lisis sel . terpenoid juga mampu
berikatan denga lemak dan karbohidrat yang
menyebabkan permeabilitas  dinding sl
bakteri terganggu (29).

SIMPULAN

Hasil uji anti bakteri senyawa murni terhadap
Escherichia coli memberikan daya hambat
bermakna pada dosis 10 dan 50ug/disk dan
Stapylococcus aureus tidak ada yang berbeda
nyata untuk ketiga dosis.
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