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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang Analisis Profil Metabolit Sekunder Jamur Endofit dari Bunga
Tapak Dara (Catharantus roseus). Tujuan penelitian ini adalah untuk mengisolasi senyawa kimia
dari tanaman tapak dara menggunakan jamur endofit, mengetahui kandungan jamur endofit
menggunakan HPLC dan LC-MS, mengetahui aktivitas anti bakteri terhadap jamur endofit dari
bunga tapak dara. Hasil HPLC menunjukkan adanya beberapa senyawa kimia di dalam ekstrak
tapak dara. Jamur endofit yang diperoleh adalah jenis penicillium. Hasil LC-MS menunjukkan 5
senyawa kimia di dalam ekstrak yaitu senyawa Cissogenin, 3'4'5'5,7,8-Hexame-thoxy
flavone, Fibleucin, Feralolide, Kansuiphorin D. Hasil uji aktivitas antibakteri pada bakteri gram
positif Staphylococus aureus menunjukkan respon hambatan kuat dengan DDH sebesar 13,1 mm
sedangkan pada bakteri gram negatif Escerichia coli menunjukkan respon hambatan yang sedang
dengan DDH sebesar 10,3 mm.
Kata kunci: Catharantus roseus jamur endofit, penicillium, metabolit sekunder, aktivitas

antibakteri, NTT

ABSTRACT

A research about secondary metabolites profile analysis of endophytic fungi from tapak dara
flower (Catharantus roseus) using HPLC and LC-MS has been done. The method of these reseach
are extraction method with maserating method that aims to bind chemical compounds, and paper
disc method for antibacterial activity test. The result of HPLC spectrum shows that chemical
compounds are exist in tapak dara extracts. The endophytic fungi found is a type of penicillium.
The result of LC-MS spectrum show that there are 5 chemical compounds such as cissogenin,
3'4'5'5,7,8-hexame-thoxy flavone, fibleucin, feralolide, and fansuiphorin D. Bacterial
activity test in positive gram of Staphylococus aureus bacterial indicate a strong inhibition with
DDH of 13,1 mm, whereas bacterial activity test in negative gram of Staphylococus aureus
bacterial indicate an inhibition with DDH of 10,3 mm.

Keywords: Catharantus roseus, endophutic fungi, penicillium, secondary metabolites, bacterial

activity, NTT

PENDAHULUAN

Tapak Dara atau Catharanthus roseus (L.) merupakan tumbuhan tropis yang berasal dari
Madagaskar. Tumbuhan ini banyak dijumpai sebagai tanaman hias dengan bunga berwarna merah
muda, putih atau ungu. Di berbagai negara tumbuhan ini dikenal dengan berbagai macam nama
yaitu, Chang Chun Hua (china), Hoa Hai Dong (Vietnam), Tsitsirika (Filipina), Soldaten Bolem
(Belanda), Rose Periwinkle (Inggris) dan Kemuting Cina (Malaysia). Sedangkan di Indonesia,
masing-masing daerah memiliki julukannya sendiri, seperti Kembang Tembaga (Sunda), Kembang
Tapak Dara (Jawa), Sindapor (Sulawesi) dan Bunga Pica Piring (Timor).

Masyarakat di wilayah Timor dan masyarakat tradisional lainnya sejak dulu banyak
memanfaatkan tanaman ini sebagai obat herbal. Daun hingga bunganya dipercaya berkhasiat
menyembuhkan berbagai macam penyakit. Umumnya, masyarakat membuat Obat herbal ini
dengan cara, merebus daun atau bunganya untuk kemudian diminum. Khasiat yang diperoleh dari
tanaman ini meliputi : mampu menyembuhkan demam, luka bakar, batuk, bisul/bengkak, radang
perut/ disentri, Hipertensi (tekanan darah tinggi), malaria, demam berdarah, penyakit gula dan
terkusus aktivitasnya sebagai obat antikanker yang banyak menarik perhatian.

Menurut laporan, khasiat yang dimiliki Tapak Dara berasal dari senyawa metabolit
sekunder berupa senyawa alkaloid, yang berfungsi sebagai alat pertahanan diri terhadap radikal
bebas, virus ataupun mikroba. Berbagai literatur menunjukan bahwa tanaman ini mengandung
bermacam-macam jenis alkaloid terpenoid indol (TIA) yang berbeda, dan beberapa diantaranya
menunjukan aktivitas farmakologi yang kuat (Van der Heijden, 2004). Senyawa alkaloid tersebut
berupa senyawa vinblastine, reserpine, ajmalicine, serpenine dan vincristine. Sedangkan
kandungan lain yang terdapat pada bagian daun berupa, catharanthine, vindoline, vindolidine,
vindolicine, vindolinine, ibogaine, yohimbine, raubasine, leurosine, lochnerine dan pada bagian
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akar mengandung Ajmalacine, serpentine, catharanthine, vindoline, leurosine, lochnerine,
reserpine, alstonine, tabersonine, horhammericine, lochnericine, echitovenine (Tolambiya, 2016).

METODE PENELITIAN
Isolasi Jamur Endofit

Sampel daun tapak dara dipotong menjadi 4 bagian dengan masing-masing ukuran 0,5 cm
x 0,5 cm. Potongan sampel kemudian direndam selama 30 detik secara bergantian dengan alkohol
70% dan aquades, sebanyak 3x untuk menghindari kontaminasi silang jamur epifit dan untuk
menghilangkan zat-zat pengotor pada daun. Setelah itu potongan sampel ditiriskan dalam cawan
petri berisi tisue, lalu dipindahkan menggunakan pinset steril dan diletakkan di atas media PDA
pada cawan petri. Disetiap cawan petri diletakkan 4 potongan sampel dan disamping cawan petri
diisolasi menggunakan parafilm kemudian diinkubasi. Proses ini dilakukan dalam laminar flow.
Pemurnian Jamur Endofit

Jamur endofit yang telah tumbuh pada media PDA, diamati secara mikroskopi. Koloni
yang menunjukkan perbedaan dianggap sebagai isolat yang berbeda. Pemurnian jamur dilakukan
dengan memotong jamur menjadi 3 bagian yaitu ujung, tengah dan depan sampel. Selanjutnya
bagian dari jamur tersebut diambil menggunakan jarum ose yang sebelumnya dipijarkan terlebih
dahulu diatas bunsen, kemudian diletakkan kedalam media PDA baru dalam cawan petri dan
diinkubasi pada suhu ruangan.

Kultivasi DAN Ekstraksi Metabolit Sekunder

Sebanyak 50 gram beras cap nona kupang dimasukkan kedalam erlenmeyer 1000 ml,
kemudian ditambahkan dengan 75 ml aquades. Setelah itu erlenmeyer ditutup dengan kapas steril
dan alumunium foil, lalu diautoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm dan waktu 30
menit.

Jamur endofit murni dimalt menjadi 5 bagian dan setiap bagian jamur dipotong kotak-
kotak. Selanjutnya setiap bagian yang telah dipotong kotak-kotak dimasukkan kedalam masing-
masing media beras yang telah diautoclave. Setelah itu erlenmeyer ditutup dengan kapas steril dan
alumunium foil, lalu diisolasi dengan parafilm. Selanjutnya disimpan pada suhu ruangan (25°C)
dan diamati pertumbuhan jamur 2-3 minggu.

Jamur hasil kultifasi yang telah tumbuh memenuhi media beras hingga bagian bawah
erlenmeyer selanjutnya dimasukkan etil asetat sebanyak 100 ml lalu diaduk hingga tercampur
sempurna. Kemudian didiamkan selama 1 malam dan disaring menggunakan kertas saring
whatman. Filtrat yang diperoleh kemudian dievaporasi pada suhu 40°C untuk memisahkan antara
ekstrak dan pelarutnya.

Identifikasi Hasil Isolasi

Ekstrak yang diperoleh dari hasil evaporasi kemudian dianalisis menggunakan LC-MS
untuk mengetahui kandungan senyawa kimia yang terdapat dalam senyawa metabolit sekunder
jamur endofit dari daun tapak dara.
Pengujian aktivitas antibakteri

Kultur taburan (S.aureus dan E.coli) dibuat pada media nutrien agar. Kemudian dengan
pinset yang steril, diambil potongan kertas saring yang berbentuk cakram dengan diameter 0.66 cm
diletakkan di permukaan kultur taburan, selanjutnya diteteskan ekstrak etil asetat jamur endofit
konsentrasi 1 mg/ml dan akuades dengan mikro pipet, dan diinkubasi lagi pada suhu 37° selama 24
jam. Kemudian diamati adanya penghambatan oleh daya antagonisme. Daya penghambatan
terlihat adanya zona jernih di sekitar kertas saring.

HASIL DAN PEMBAHASAN
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Gambar 1. Hasil identifikasi dengan HPLC menunjukkan adanya beberapa peak yang
menandakan bahwa jamur endofit memiliki beberapa senyawa kimia.
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Gambar 1. Hasil HPLC

Liquid Chromatography — Mass Spectroscopy (LC-MS)
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Gambar 2. Hasil analisis instrumen LC-MS
Identifikasi dengan menggunakan LC-MS ini lebih spesifik daripada HPLC karena LC-
MS tidak hyanya mengamati waktu retensi tapi juga pemisahan ion senyawa (Turnipseed et ayl.
2008, lutter et al. 2011). Hasil uji di laboratorium menunjukkan bahwa terdapyat 5 senyawa di
dalam sampel tersebut, yaitu 3°,4°,5°,5, 7 ,8 — hexame — thoxyy flavone, cissogenin, feralolide,
fibleucin, kansuiphorin D. Variasi ini tersaji pada tabel berikut :
Tabel 1. Data analisis LC-MS

Waktu retensi Berat molekul Nama senyawa
1 412 367.2405 Cissogenin
2 455 403.1418 3',4'5'5,7,8-Hexame-thoxy
flavones
3 4.97 357.1372 Fibleucin
4 5.16 345.0997 Feralolide
5 6.42 479.2423 Kansuiphorin D

Berdasarkan data diatas diketahui bahwa pada sampel terdapat 5 puncak berbeda diantaranya:
1. Senyawa Cissogenin

Cissogenin
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Gambar 3. Senyawa Cissogenin
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Kromatogram diatas menunjukkan bahwa senyawa cissogenin memiliki waktu retensi 4.12 menit.
Senyawa ini diperkirakan memiliki ion molekul massa dengan m/z
367.2045(M+H=366.2045,M+Na=389). Senyawa ini memiliki rumus senyawa C1H34Os. Struktur
dari senyawa cissogenin dapat dilihat pada gambar berikut :
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Gambar 4. Struktur senyawa cissogenin

2. Senyawa 3',4",5"5,7,8-Hexame-thoxy flavone
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Gambar 5. Senyawa 3',4',5",5,7,8-Hexame-thoxy flavone
Hasil kromatogram diatas menunjukkan bahwa senyawa 3'4'5'5,7,8-
Hexame-thoxy flavone memiliki waktu retensi 4,55. Senyawa ini memiliki ion
molekul dengan massa m/z 402,141 (M+H=403.1418,m+Na= 827,25021) dengan
rumus molekul C;1H220s. Struktur dari senyawa ini dapat dilihat pada gambar

berikut:

3'.4',5',5,7,8-Hexame-thoxy flavone
Gambar 6. Struktur senyawa 3',4',5',5,7,8-Hexame-thoxy flavone
3. Senyawa Fibleucin
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Gambar 7. Senyawa fibleucin
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Kromatogram diatas menunjukkan bahwa senyawa fibleucin memiliki waktu retensi 4.97 menit.
Senyawa ini diperkirakan memiliki ion molekul massa dengan m/z 357.1372 dengan rumus
molekul C2H200s. Senyawa ini memiliki struktur kimia sebagai berikut :

(o]
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Gambar 8. Struktur Senyawa Fibleucin

4. Senyawa Feralolide
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Gambar 9. Senyawa feralolide

Kromatogram diatas menunjukkan bahwa senyawa feralolide memiliki waktu retensi 5.16
menit. Senyawa ini diperkirakan memiliki ion molekul massa dengan m/z 345.0997. Senyawa ini
memiliki rumus molekul C1gH1607 dengan struktur senyawa sebagai berikut:

Feralolide

Gambar 10. Struktur senyawa feralolide
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5. Kansuiphorin D

Item name: 180521-1445
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Gambar 11. Grafik kansuiphorin D

Hasil kromatogram diatas menunjukkan bahwa senyawa kansuiphorin D memiliki waktu
retensi 6.41 menit. Senyawa ini diperkirakan memiliki ion molekul massa dengan m/z
478.2423(M+H=479.2423). Senyawa ini memiliki rumus molekul C29H340s. Struktur kimia dari
senyawa ini dapat dilihat pada gambar berikut:
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Gambar 12. Struktur senyawa kansuiphorin D

Aktivitas Antibakteri
. Hasil uji aktivitas antibakteri oleh ekstrak bunga tapak dara dapat dilihat pada tabel 2 .
Tabel 2. Tabel diameter daerah hambatan pertumbuhan bakteri oleh ekstrak bunga tapak

dara
Diameter Daerah Hambat (mm)
Ekstrak Sampel Tetrasiklin Akuades
No Jenis Bakteri tapak dara (1OFLL) (kontrol positif) (kontrol negatif) (10
(30pg) ML)
1 Staphylococus 13,1 mm 25,4 mm 6,0 mm
aureus
2 Escerichia coli 10,3 mm 28,1 mm 6,0 mm
KESIMPULAN

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam jamur endofit dari daun tapak dara
(Catharanthus roseus (L.)) ada 5,yaitu : 3'4'5'5,7,8-Hexa methoxy flavone, Cissogenin,
Feralolide, Fibleucin, Kansuiphorin D. Jamur endofit dapat menghambat pertumbuhan bakteri.
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