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Cendawan endofit telah diketahui menghasilkan banyak senyawa bioaktif salah
satunya senyawa antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kandungan fitokimia dan aktivitas antioksidan cendawan endofit Aspergillus sp.
secara in vitro dan in vivo. Penentuan aktivitas antioksidan secara in vitro
dilakukan dengan metode DPPH. Aktivitas antioksidan secara in vivo dilakukan
dengan melihat kemampuannya menurunkan kadar MDA serum darah mencit
yang diberi stress oksidatif. Hasil penelitian menunjukkan aktivitas antioksidan
Ekstrak etil asetat Aspergillus sp. tergolong sangat kuat dengan ICso sebesar
38,64, dan mampu menurunkan kadar MDA mencit pada konsentrasi 45
ppm/kgBB. Hasil uji fitokima menunjukkan terdapat kelompok senyawa
Flavonoid, Alkaloid, Terpenoid dan Tanin yang dihasilkan dari ekstrak etil asetat
cendawan endofit Aspergillus sp.

Kata Kunci: Cendawan endofit, Aspergillus sp., antioksidan, senyawa bioaktif.

ABSTRACT

Endophytic fungi have been known to produce many bioactive compounds, one of
which is antioxidant compounds. This study aims to determine the phytochemical
content and antioxidant activity of the endophytic fungi Aspergillus sp. in vitro
and in vivo. In vitro antioxidant activity was determined using the DPPH method.
In vivo antioxidant activity was carried out by observing its ability to reduce
MDA levels in blood serum of mice subjected to oxidative stress. The results
showed the antioxidant activity of Aspergillus sp. Ethyl acetate extract. classified
as very strong with an IC50 of 38.64, and able to reduce MDA levels in mice at a
concentration of 45 ppm / kgBB. The results of the phytochemical test showed
that there were groups of flavonoids, alkaloids, terpenoids and tannins produced
from the ethyl acetate extract of the endophytic fungus Aspergillus sp.

Keywords: Endophytic fungi, Aspergillus sp., antioxidant, bioactive compound.
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PENDAHULUAN

Diketahui menghasilkan banyak
metabolit yang digunakan sebagai obat-
obatan  atau  digunakan  dalam
modifikasi struktur metabolit sintetik.
Cendawan menempati setiap relung di
bumi termasuk sebagai endofit di
dalam jaringan tanaman. Cendawan
endofit merupakan sumber antioksidan
baru yang baik seperti tanaman.
Bhattacharya et al., (2018) Beragam
senyawa yang mempunyai aktivitas
telah dari

antioksidan diisolasi

cendawan seperti alkaloid,
benzopyranones, flavonoid, asam fenol,
terpenoid, stroid dan lain sebagainya.
[1]. Telah banyak penelitian yang
melaporkan aktivitas antioksidan dari
cendawan endofit. Khiralla et al.,,
(2015) melaporkan cendawan endofit
Alternaria,

genus Cladosporium,

Phoma, Chaetomium, Drechslera,
Curvularia, Bipolaris, Pae-cilomyces,
Emericella dan Aspergillus memiliki
aktivitas antioksidan [2].

Antioksidan merupakan
molekul yang mampu memperlambat
atau mencegah oksidasi molekul lain.
Reaksi oksidasi dapat menghasilkan
radikal bebas yang dapat menyebabkan

kerusakan sel. Radikal bebas adalah

produk  sampingan  alami  dari

metabolisme  kita sendiri  berupa
molekul bermuatan yang menyerang
sel-sel kita, merusak membran sel
untuk bereaksi dan membuat kerusakan
pada asam nukleat, protein, dan enzim
dalam tubuh [3]. Seluruh kerusakan
akibat radikal bebas disebut sebagai
oksidatif yang

menyebabkan rusaknya struktur dan

stres dapat
fungsi sel [3].

disebabkan
pembentukan Spesies Oksigen Reaktif
(ROS) vyang

pertahanan  antioksidan

Stres  oksidatif

melebihi  sistem
endogenus.
ROS adalah senyawa yang memiliki
satu atau lebih elektron yang tidak
Elektron yang tidak

reaktif  mencari

berpasangan.
berpasangan  ini
pasangan dengan cara menyerang
molekul lain dan mengikat elektron di
(2020)

menjadi molekul yang paling rentan

sekitarnya. Mulianto, liipid
mengalami serangan radikal bebas [4]
Zaetun et al., (2019) menyatakan
Radikal

peroksidasi

bebas menyebabkan
lipid dan didekomposisi
(MDA).

dalam serum telah

menjadi  malondialdehide
Profil MDA di

dijadikan sebagai penanda kerusakan
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radikal

bertujuan

seluler oleh bebas  [5].

Penelitian  ini untuk
mengetahui kandungan fitokimia dari
ekstrak endofit

asetil  cendawan

Aspergillus  sp.  dan  aktivitas
antioksidannya dengan menggunakan
metode DPPH dan kemampuannya
kadar MDA

mencit. Cendawan endofit Aspergillus

dalam  menurunkan

sp. yang digunakan dalam penelitian ini

diisolasi dari alga merah Eucheuma sp.

METODE PENELITIAN
Peremajaan lIsolat dan Fermentasi
cendawan endofit

Isolat Aspergillus sp. yang
digunakan adalah koleksi Laboratorium
Mikrobiologi UIN Alauddin Makassar
hasil penelitian sebelumnya. Isolat
Aspergillus sp. diremajakan kembali
pada media PDA (Potato Dextrose
Agar) dan diinkubasi selama 7 hari.
Isolat yang telah tumbuh pada media
PDA diambil serabut hifanya dengan
ose yang sudah steril lalu difermentasi
pada 100 ml media PDB (Potato
Dextrose Broth) di dalam Erlenmeyer
250 ml. Selanjutnya diinkubasi pada

rotary shaker selama 10 hari.

Ekstraksi Hasil Fermentasi
Cendawan Endofit Aspergillus sp.
Ekstraksi hasil dilakukan

dengan memisahkan biomassa dengan
filtrat. Filtrat diektraksi sebanyak dua
kali 50 ml

menggunakan corong pisah,

dengan etil asetat

lalu
didiamkan hingga terjadi pemisahan
anatara fase etil asetat dan air. Fase etil
asetat dikumpulkan kemudian diuapkan
dengan cara mengeringkan ekstrak.
Hasil

kering

ekstraksi filtrat yang sudah

kemudian  diuji  aktivitas
antioksidannya.
Skrining Fitokimia Ekstrak Etil
Asetat Aspergillus sp.

Mengikuti metode yang
dilakukan Skrining fitokimia meliputi
uji flavonoid, uji alkaloid, uji polifenol,
dan uji terpenoid
a. Uji flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan
memanaskan ekstrak etil Aspergillus
sp. selama 5 menit kemudian
ditambahkan beberapa HCL pekat dan
bubuk Mg. Hasil ditunjukan dengan
munculnya merah tua.
b. Uji alkaloid

Uji alkaloid dilakukan dengan
menambahkan 1 mL ekstrak etil

Aspergillus sp. dengan beberapa tetes
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reagen Mayer dan dragendorf. Hasil

ditunjukan  dengan  terbentuknya

endapan putih pada reagen mayer dan
endapan  jingga pada reagen
Dragendorf.
c. Uji Tanin

Uji Tanin dilakukan dengan
mereaksikan ekstrak etil Aspergillus sp.
larutan FeCI3 10%.

ditunjukan dengan terbentuknya warna

dengan Hasil
hijau, merah, ungu, biru tua, biru
kehitaman, atau hijau kehitaman.
d. Uji terpenoid

Uji terpenoid dilakukan dengan
mereaksikan ekstrak etil Aspergillus sp.
dengan 0,5 mL asam asetat anhidrat
dan 2 mL asam sulft pekat melalui
dinding tabung. Hasil ditunjukan
dengan terbentuknya warna hijau dan

biru.

Uji Aktivitas Antioksidan secara in
vitro dengan Metode DPPH

Ektstak etil asetat Aspergillus
sp. dibuat menjadi 5 konsentrasi yaitu 5
ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, dan

100 ppm. Kontrol positif yang

digunakan yaitu vitamin C. LIPI,
(2016) Ekstrak Aspergillus sp. dan
kontrol positif dimasukkan ke dalam
lalu

masing-masing reaksi

ditambahkan 1 ml

tabung
larutan DPPH,
kemudian ditambahkan metanol pro

analisis hingga 5 mL, dan
dihomogenkan dengan larutan blanko.
larutan uji dan kontrol postif diinkubasi
pada suhu 37°C selama 30 menit dan
absorbansi dari masing-masing larutan
dibaca pada gelombang 517 nm
menggunakan spektrofotometer UV-
VIS. [6]

Serapan blangko, kontrol positif
dan serapan larutan uji yang telah
diukur pada spektofotometer UV-Vis
dicatat dengan cara memasukkan hasil
serapan masing-masing konsentrasi

pada rumus sebagai berikut:

serapan blangko — serapan sampel

o4 Hambatan =

x 100 24

serapan blangko
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Nilai
dimasukkan ke dalam regresi linear

konsentrasi larutan uji
sebgai sumbu x dan % hambatan
sebagai sumbu y. I1Cso dihitung dengan
cara memasukkan % hambatan sebesar

50 % pada persamaan regresi linear.

Uji Aktivitas Antioksidan secara In
Vivo
a. Pembuatan Larutan Standar
Tetra Metoksi Propan (TMP).
Larutan stok standar tetra
metoksi propan (TMP) dibuat dengan
cara mengambil 2 pL larutan standar
TMP murni dan dilarutkan dalam 160
ml akuades. Larutan standar dibuat
dengan 6 konsentrasi yaitu 0,3125;
0,625; 1,25; 2,5; 5,0; dan 10,0 nmol/ml
dengan cara mengambil larutan stok
sebanyak 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; dan
100 pl, dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan akuades
sampai mencapai volume 1000 pL.
Selanjutnya 1 mL
Trikloroasetat (TCA) 20% dan 1 mL
(TBA) 0,67%

Dipanaskan di

larutan

asam  Tiobarbiturat
dihomogenkan. atas
waterbath selama 10 menit dengan
95-100 °C.

kemudian

suhu Didinginkan

disentrifuge dengan

kecepatan 3000 rpm selama 10 menit.

Setelah itu dimasukkan ke dalam
sumuran mikroplate reader U-Shape
sebanyak 50 pL dan diukur serapannya

pada panjang gelombang 450 nm

dengan  menggunakan  mikroplate
reader
b. Pengukuran MDA Mencit

Pada penelitian ini

menggunakan mencit ICR jantan yang
diberikan 5 perlakuan yang berbeda.
Perlakuan 1 adalah control negatif,
perlakuan 2 adalah kontrol positif
vitamin C, perlakuan 3, 4, 5 berturut
yaitu pemberian ekstrak Aspergillus sp.
dengan 30 ppm/kgBB, 38
ppm/kgBB, dan 45

Pemberian ekstrak dilakukan secara

dosis

ppm/kgBB.

oral.

Setelah  diberikan perlakuan
selama 7 hari, pada hari ke-8 semua
hewan uji diberi stres oksidatif berupa
aktivitas fisik yaitu berenang selama 15
menit. Kemudian mencit dianastesi

dengan menggunakan eter.
Pengambilan darah mencit diambil
melalui jantung dengan cara disuntik
menggunakan spoit. Sebanyak 1 mL
darah diambil kemudian dimasukkan
ke dalam tabung eppendorf kemudian
disentrifuge dengan kecepatan 3000

rpm selama 10 menit. Setelah terpisah,
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serum yang terletak pada bagian atas
(supernatant) dengan warna bening
kekuningan diambil untuk pengukuran
kadar MDA.
Pengukuran kadar MDA
dilakukan dengan mengambil sebanyak
200 pl larutan serum, ditambahkan 1
mL Trikloroasetat (TCA) 20% dan 1
mL asam Tiobarbiturat (TBA) 0,67%.
Kemudian dipanaskan dalam waterbath
selama 10 menit pada suhu 95 °C dan
didinginkan.  Selanjutnya  larutan
disentrifuge dengan kecepatan 3000
rpm selama 10 menit. Filtrat kemudian
diambil

cuvet untuk pengukuran menggunakan

dan dimasukkan ke dalam

spektrofotometer pada panjang
gelombang 450 nm. Untuk mengetahui
kadar MDA, dilakukan perhitungan
dengan mengguanakan  persamaan
kurva kalibrasi dengan memasukkan
nilai absorban pada sumbu (Y) dan

nilai kadar pada sumbu (X)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat cendawan endofit

yang
merupakan isolat koleksi Laboratorium
Mikrobiologi UIN Alauddin Makassar.
Seperti  yang
Muawanah et al.,(2016) Cendawan

Aspergillus  sp. digunakan

dilaporkan  oleh

endofit ini diisolasi dari alga merah
Euchema sp. Eucheuma telah diketahui
memiliki aktivitas antioksidan [7].

bahwa Ekstrak polisakarida dari

Eucheuma cottonii dan Eucheuma

spinosum mempunyai aktivitas
antioksidan yang sangat kuat. Ludwig-
Mdller (2015) Pada umumnya senyawa
yang dihasilkan oleh tanaman inang
juga dihasilkan oleh mikroorganisme
endofitnya karena terjadinya transfer
gen antara tanaman dan endofit. Lebih
Interaksi

jauh, menurut [8]

metabolisme antara tanaman dan

endofit dapat terjadi dalam beberapa
cara yaitu (a) endofit menginduksi
tanaman

metabolisme inang, (b)

tanaman inang mengiduksi

metabolisme endofit, (c) tanaman inang

dan endofit saling berbagi bagian
lintasan metabolisme tertentu dan
berpartisipasi secara parsial pada

lintasan tersebut, (d) tanamana inang
dapat memetabolisme produk dari

endofit begitupula sebaliknya, (e)
endofit dapat mematabolisme senyawa
sekunder dari tanaman inang.

Untuk  pengujian  skrining
fitokimia dan aktivitas antioksidan,
cendawan Aspergillus sp. diekstrak

dengan pelarut etil asetat. Ekstraksi dan
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purifikasi  fitokimia dan senyawa
antioksidan dari tanaman dipengaruhi
olen beberapa faktor diantaranya
waktu, suhu, konsentrasi pelarut dan
Ekstraksi

pelarut

polaritas pelarut. dengan

menggunakan dengan
kepolaran tinggi meningkatkan hasil
ekstraksi tetapi menghasilkan kadar
fenol dan flavonoid yang rendah
dibandingkan pelarut nonpolar. Nawaz
et al., (2020). Arora & Chandra (2010)
juga menyebutkan ekstraksi kultur cair
asetat

Aspergillus  dengan etil

menunjukkan  aktivitas  antioksidan
terbaik dibandingkan pelarut organik
lainya  vyaitu  petroleum ether,
chloroform, dan butanol. [9] Hal ini
mendasari pemilihan pelarut etil asetat
yang Dbersifat semipolar sehingga
diharapkan dapat menarik senyawa
baik yang bersifat polar maupun
nonpolar yang dihasilkan dari hasil
fermentasi dan dan mendapatkan kadar
yang tinggi

menghasilkan aktivitas

fenol sehingga
antioksidan
yang tinggi pula. Aryal et al. (2019)
menyebutkan terdapat korelasi yang
kuat antara aktivitas antioksidan dan

kadar total fenol [10].

Skrining Fitokimia Ekstrak Etil
Asetat Aspergillus sp.

Skrining fitokimia dilakukan
untuk mengetahui golongan senyawa
yang dihasilkan oleh cendawan endofit
Aspergillus sp.. Skrining ini merupakan
uji awal untuk menduga potensi
aktivitas antoksidan Aspergillus sp..
Hasil uji skrining fitokimia
menunjukkan bahwa cendawan endofit
Aspergillus sp. mengandung senyawa
flavonoid, terpenoid, alkaloid dan
tanin. Hasil serupa juga dilaporkan oleh
Hartanti et al. (2018) yang melakukan
skrining fitokimia pada cendawan
endofit Aspergillus sp. MFD-01 yang
diisolasi dari tanaman Mesua ferrea
menggunakan pelarut etil asetat. Hasil
uji skrining fitokimia ekstrak etil asetat
Aspergillus sp. dapat dilihat pada Tabel
1.

Flavonoid  dari  cendawan
endofit telah banyak dilaporkan sebagai
antioksidan. Flavonoid 2’,4’-dihydroxy-
6’ - methoxy - 3',5’- dimethylchalcone
berhasil diisolasi dari cendawan endofit
Ceriporia lacerata DMC1106 ( Wang

et al.,, 2013). Aktivitas antioksidan

flavonoid didapatkan dari
kemampuannya meredam  spesies
oksigen reaktif (ROS) [11].
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Prochazkové et al., (2011). Flavonoid
mampu menkelat radikal bebas dengan
mendonasikan atom hidrogen atau
[12]

Selain itu, Flavonoid mempunyai sifat

mentransfer elektron tunggal.

sebagai pengkelat ion logam yang
mampu mengikat ion logam pada tubuh
manusia sehingga mencegah terjadinya
oksidasi. Malesev & Kunti¢, (2007)
tertentu

menyatakan Flavonoid

memiliki kemampuan menkelat ion
metal seperti yang berperan utama
dan

dalam  metabolisme  oksigen

pembentukan radikal bebas [13]

Tabel 1. Hasil Skrining Fitokimia
Ekstrak Etil Asetat
Aspergillus sp.

Uji Reagen Hasil
Flavonoid H2504 i
NaOH +
. Mayer -
Alkaloid Dragendroff +

Terpenoid Liberman -
P Buchard +
Tanin FeCl3 +
Terpenoid berfungsi sebagai

antioksidan melalui peredaman lintasan

ROS secara langsung dan juga
memodulasi system antioksidan
endogenus  [14]. Dua  derivat

indoloditerpene yaitu asporyzins A dan
B, empat indoloditerpene asporyzin C,

emindole SB dan eminiveol telah
berhasil diisolasi dari cendawan endofit
Aspergillus oryzae [14]. Cendawan
endofit dapat menghasilkan alkaloid
yang merupakan molekul yang sangat
penting bukan hanya karena struktur
juga

Zhang et al.,
alkaloid
asperfumoid berhasil

endofit

aktivitas
(2012)
yaitu

Kimianya  tetapi
biologisnya.
Senyawa baru

diisolasi dari
cendawan Aspergillus
fumigatus CY018 dan aspernigerin
cendawan  endofit
IFB-E003[15].
Banyak penelitian telah membuktikan
aktivitas antioksidan dari alkaloid.
alkaloid gugus

hidroksil, metil, metilen dan metoksi

diisolasi  dari

Aspergillus  niger

Senyawa dengan
memiliki aktivitas antioksidan sangat
kuat berdasarkan uji DPPH [16]
Aktivitas antioksidan tanin
telah banyak dilaporkan. Tanin tidak
hanya berperan sebagai antioksidan
primer namun juga berperan sebagai
antioksidan sekunder. tanin memiliki
kemampuan menkelat ion
seperti  Fe(ll)

oksidasi [17]

logam

dan memperlambat
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Aktivitas antioksidan secara in vitro
dengan metode DPPH

Aktivitas antioksidan ekstrak
etil asetat cendawan endofit Aspergillus

sp. diketahui dengan metode DPPH.

Hasil 1Cso menunjukkan ekstrak etil
asetat Aspergillus sp memiliki aktivitas
antioksidan yang sangat kuat seperti

yang disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Etil Asetat Aspergillus sp.

secara In Vitro.

Sampel Konsentrasi % Hambatan I1Cso (ppm) Keterangan
(ppm)
5 12,3
] 10 25,2
?;f’erg'”us 25 403 38,64 Sangat Kuat
50 84,4
100 95,4
3 44,8
6 61,7
Vitamin C 9 86.7 3,03 Sangat Kuat
12 93,6
15 95,2

Pengujian antioksidan secara
invitro
menggunakan metode DPPH. DPPH

pada penelitian ini
banyak digunakan untuk uji in vitro
karena metode ini cepat, sederhana,
aktivitas

ekonomis untuk menguji

peredamaan dari suatu antioksidan.
DPPH merupakan radikal bebas yang
stabil berdasarkan dari delokalisasi
elektron cadangan pada molekul secara
keseluruhan sehingga molekul tidak
meredup, seperti kebanyakan radikal
Delokalisasi  juga

bebas lainnya.

menimbulkan warna ungu tua. Pada
pencampuran larutan DPPH dengan zat
yang dapat menyumbangkan atom

hidrogen menimbulkan bentuk
tereduksi dengan hilangnya warna ungu
[18].

Hasil uji aktivitas antioksidan
endofit

cendawan Aspergillus  sp.

dinyatakan dengan ICsg. ICso adalah
yang
dibutuhkan untuk menghambat 50%
radikal bebas yaitu DPPH. Semakin
rendah 1Csp maka aktivitas antioksidan

besarnya konsentrasi sampel
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suatu  sampel  semakin  tinggi.
Berdasarkan hasil uji, cendawan
endofit  Aspergillus sp. memiliki

aktivitas antioksidan yang sangat kuat
ditandai ICs0
38,64 ppm. Fidrianny et al., (2014).
Sampel yang memiliki IC50 < 50 ppm

dengan nilai sebesar

dikategorikan antioksidan yang sangat

kuat, 50 - 100 ppm dikategorikan

antioksidan kuat, 101 - 150 ppm
dikategorikan  sebagai  antioksidan
sedang, dan antioksidan lemah

ditunjukkan dengan IC50 > 150ppm
[19].

Aktivitas Antioksidan secara in vivo

Aktivitas antioksidan ekstrak
etil asetat cendawan endofit Aspergillus
sp. dilihat melalui kemampuannya
dalam menurunkan kadar MDA mencit
yang telah diberi stress oksidatif.
Penelitian ini menggunakan mencit
yang diberi stress oksidatif berupa
perenangan. Khajehnasiri et al., (2013)
Stres oksidatif menimbulkan
terbentuknya spesies oksigen reaktif
(ROS)

kerusakan

dan  memicu terjadinya

seluler. Stres oksidatif

timbul ketika produksi radikal bebas

melebihi respon pertahanan sistem

Kadar
ketika

MDA

terjadinya stress

antioksidan. akan
meningkat
oksidatif [20]. Perlakuan perenanangan
dimaksudkan untuk
MDA mencit.

Selama masa perenanagan konsumsi

pada mencit

meningkatkan kadar

oksigen oleh mencit meningkat dengan
cepat dan melalui proses fosforilasi
oksidatif di dalam mitokondria. pada
saat fosforilasi oksidatif sekitar 2%
oksigen berikatan

dapat dengan

elektron tunggal yang bocor dari
pembawa elektron pada rantai respirasi
radikal

menyebabkan

sehinga membentuk

superoksida dan
tingginya kadar MDA. Wahdaningsih
& Untari, (2016). Berdasarkan hasil uji
diketahui bahwa ekstrak etil asetat
Aspergillus sp. mampu menurunkan
kadar MDA mencit
dengan kontrol negatif tetapi masih
lebih

dibandingkan perlakuan kontrol positif

dibandingkan

rendah penurunannya
yaitu vitamin C. Dosis yang paling baik
menurunkan kadar MDA mencit yaitu
45 ppm/kgBB yang
menurunkan MDA menjadi
32,54 nmol/mL [21]. yang
terlihat pada Gambar 1.

mampu
kadar

seperti
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Perlakuan Ekstrak Etil Asetat Aspergilus sp
Gambar 1. Hasil Pengukuran Kadar MDA Mencit yang Diberi Ekstrak Etil Asetat

Aspergillus sp.

KESIMPULAN

Berdasarkan Penelitian ini
dapat disimpulkan bahwa cendawan
endofit Aspergillus sp. berpotensi
sebagai kandidat obat berdasarkan
hasil uji fitokimia dan aktivitas
antiosidan secara in vitro dan in vivo.
Aspergillus sp menghasilkan alkaloid,
tanin,

flavonoid, terpenoid dan

aktivitas antioksidannya tergolong

sangat kuat dengan ICsp sebesar 38,64
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