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ABSTRAK

Daun dewa (Gynura segetum) tergolong ke dalam famili Asteraceae dan juga termasuk sebagai
tanaman obat untuk mengatasi berbagai penyakit. Daun dewa menghasilkan senyawa aktif yang
memiliki bioakivitas, salah satunya bersifat antioksidan. Antioksidan dari tanaman ini bisa
dieksplorasi lebih dalam melalui jamur endofitik. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk menganalis
metabolit sekunder dan menguji aktivitas antioksidan dari jamur endotifik DDP (Daun Dewa Putih)
yang berkolonisasi dengan daun dewa menggunakan media nasi sebagai media pertumbuhan. Hasil
analisis fitokimia membuktikan bahwa ekstrak etil asetat (EtOAc) jamur endofitik DDP
menunjukkan hasil positif terpenoid dan alkaloid. Analisis aktivitas antioksidan menggunakan
metode DPPH (2,2-Defenil-1-Pikrilhirazil) juga dilakukan pada studi ini. Nilai ICs, yang diperoleh
yaitu 87,58 ppm yang menunjukkan ekstrak jamur endofitik DDP memiliki aktivitas antioksidan
yang Kkuat.

Kata kunci: Antioksidan, DPPH, gynura segetum, jamur endofitik

ABSTRACT

Daun dewa (Gynura segetum) belongs to the Asteraceae family and is also included as a medicinal
plant to overcome various diseases. It has previously been reported that daun dewa produces
compounds that have bioactivity, one of which is antioxidant. Further exploration of antioxidant
activity from daun dewa could be studed by endophytic fungi. The purpose of this study was to
analyze phytochemicals and antioxidant activity of endocytic fungi DDP (Daun Dewa Putih)
colonized with daun dewa using rice media as a growth medium. The results of secondary
metabolite analysis proved that the ethyl acetate (EtOAc) extract of DDP endophytic fungi had
positive content of terpenoid and alkaloid. Antioxidant activity was also assayed using DPPH (2,2-
Defenyl-1-Picrylhrazyl) method. The 1Csy value obtained is 87,58 ppm, which shows that the DDP
endophytic fungus extract has strong antioxidant activity.
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PENDAHULUAN

Antioksidan merupakan senyawa dengan
stuktur molekul yang mampu menyumbangkan
elektronnya kepada molekul bebas, sehingga
dapat mengikat molekul radikal bebas untuk
mencegah tubuh manusia menghasilkan radikal
bebas. Antioksidan alami tanaman dapat
mengurangi jumlah radikal bebas pada tubuh
manusia. Daun dewa (Gynura segetum)
termasuk salah satu tanaman yang pernah
disampaikan memiliki aktivitas antioksidan [1].

Daun dewa atau secara ilmiah dikenal
sebagai Gynura segetum termasuk kedalam
genus Gynura dan masuk dalam famili
Asteraceae. Daun dewa termasuk tanaman
dapat tumbuh di semua musim, mudah
dijumpai dan memiliki banyak manfaat [2].
Tanaman ini dimanfaatkan sebagai obat
dalam mengatasi banyak penyakit, yaitu
seperti  kanker, demam (antipiretik),
hipertensi, diabetes, dan penyakit kulit
(sebagai obat luar). Daun dewa juga dapat
digunakan dalam pengobatan penyakit
ginjal serta mengatasi ruam pada wajah [3].
Berdasarkan penelitian sebelumnya telah
dilaporkan bahwa daun dewa mengandung
fitokimia seperti terpenoid, flavonoid,
saponin, tanin, alkaloid, polisakarida, asam
fenolik, steroid, dan minyak atsiri
[4].[5].[6].

Selain  dari  tumbuhan  aslinya,
eksplorasi  metabolit  sekunder  dapat
diperoleh dengan memanfaatkan jamur
endofitik [7]. Jamur endofitik adalah jenis
jamur dapat tumbuh dan berkembang biak
pada jaringan internal yang tidak
menyebabkan kerusakan pada tanaman
inangnya. Jamur endofitik dan tanaman
inangnya memiliki hubungan yang bersifat
mutualisme [8]. Kelebihan dari jamur
endofitik adalah  efisiensinya dalam
penggunaan karena siklus hidupnya yang
singkat, serta kemampuannya dalam
menjaga kelestarian tanaman inangnya [9].
Jamur endofitik dapat menghasilkan
senyawa aktif seperti terpenoid, steroid,
senyawa fenolik, dan alkaloid [10].

Penelitian sebelumnya telah
melaporkan kandungan metabolit sekunder
dari G. segetum [6]. Namun penelitian
tentang aktivitas antioksidan dan uji

fitokimia jamur endofitik yang diisolasi dari
G. segetum belum pernah dilaporkan. Oleh
karena itu, tujuan dilakukannya studi ini
untuk menguji aktivitas antioksidan serta
kandungan metabolit sekunder jamur
endofitik DDP yang berkolonisasi dengan
G. segetum.

METODE PENELITIAN

Bahan: Penelitian ini menggunakan air suling,
beras putih, etil asetat, HCI p.a., H,SO, 2 N,
FeCl; 1%, asam asetat glasial (sigma), asam
asetat anhidrat (sigma), DPPH (sigma),
ammonia kloform, reagen dragendorf, mayer,
dan wagner.

Alat: Studi ini menggunakan neraca analitik,
laminar airflow, spektrometri UV-Vis (Agilant
8453), corong (pyrex), aluminium foil, sarung
tangan, jarum ose, cawan petri (pyrex),
waterbath, kuvet, incubator, alat-alat gelas
(pyrex), dan autoclave.

Metode
Berikut adalah metode yang dilakukan pada
penelitian ini:

Ekstraksi dan Kultivasi Jamur Endofitik
Sebesar 1x1 cm isolat tunggal jamur endofitik
DDP dipindahkan di atas media beras yang siap
digunakan sebagai media pertumbuhan untuk
dikultivasi, kemudian diinkubasi pada suhu
28°C. Media beras dibuat di dalam tabung
erlenmeyer berukuran 250 mL. Ke dalam
erlenmeyer  tersebut  dimasukkan  beras
sebanyak 25 gram. Selanjutnya, ditambahkan
akuades sebanyak 30 mL ke dalam erlenmeyer
yang telah berisi beras. Mulut erlenmeyer
kemudian ditutup dengan menggunakan
aluminium foil untuk mencegah kontaminasi.
Setelah  itu, media dalam erlenmeyer
disterilisasi menggunakan autoklaf pada
tekanan 15 Ibs selama 15 menit. Sesudah tiga
minggu, jamur endofitik  diambil dan
diekstraksi menggunakan 75 ml EtOAc dan
didiamkan selama sehari. Isolat jamur tersebut
di ekstraksi dengan metode maserasi yang
dilakukan tiga kali proses maserasi. Filtrat
diperoleh dengan menyaring ekstrak EtOAc.
Selanjutnya pelarutnya diuapkan hingga
diperoleh ekstrak pekat EtOAc, yang kemudian
ditimbang massanya [11].
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Analisis Aktivitas Antioksidan Ekstrak

Pekat EtOAc Jamur Endofitik
Pembuatan Larutan DPPH 50 ppm

Dalam 50 mL metanol, 2,5 mg padatan
DPPH dilarutkan untuk membuat larutan
dengan konsentrasi 50 ppm. Kemudian,
siapkan sebanyak satu mL DPPH 50 ppm
serta 2 mL metanol sebagai larutan control
[12].

a) Penentuan Aktivitas Antioksidan
Sebanyak 2,5 mg ekstrak EtOAc jamur
endofitik DDP dilarutkan dalam 25 ml
metanol untuk membuat larutan induk
dalam variasi sampel 100 ppm. Setelah itu,
larutan induk diencerkan dalam variasi 50,
60, 70, 80, dan 90 ppm. Inkubasi selama
tiga puluh menit menggunakan temperatur
27°C [9]

b) Pengukuran Absorbansi Sampel

N :
O;N J}: NO, + RH
NO,

Spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 517 nm digunakan untuk

mengukur sampel yang sudah siap
diinkubasi dengan suhu kamar dan
terlindung dari sinar matahari[13].

c) Pengujian Nilai ICs
Metode  pengujian  untuk  aktivitas
antioksidan yang digunakan pada vyaitu
metode DPPH yang melibatkan

pendeteksian perubahan warna terhadap
sampel setelah dinkubasi menggunakan
DPPH. Jika elektron sampel ekstrak
semuanya berpasangan dengan elektron
DPPH, warnanya akan berubah yang
semulanya ungu tua berubah menjadi
kuning . Selanjutnya, absorbansi sampel
diukur menggunakan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm.
Kurva regresi digunakan untuk mengolah
nilai absorbansi masing-masing sampel
untuk menentukan nilai ICsq [12]

|
H LR
NO,

—_— N
OzN

NO;,

Gambar 1. Reaksi penghambatan radikal DPPH

Prinsip kerja DPPH vyaitu atom hidrogen
(H) dari senyawa antioksidan didonorkan ke
radikal DPPH, mengakibatkan radikal tereduksi
menjadi senyawa DPPH non-radikal (Gambar
1) [13]. Perubahan warna ungu ke kuning
adalah penyerapan atom H oleh radikal DPPH
pada senyawa antioksidan. Nilai ICs, digunakan
sebagai parameter untuk mengetahui aktivitas

% Antioksidan =

absorbansi kontrol—absorbansi sampel

antioksidan, yang merupakan konsentrasi yang
menyebabkan hilangnya 50% aktivitas senyawa
radikal bebas DPPH. Semakin rendah nilai 1Cs
maka semakin tinggi aktivitas antioksidannya,
sebaliknya semakin tinggi nilai ICs, maka
semakin rendah nilai antioksidannya[12].
Aktivitas antioksidan dapat dihitung dengan
menggunakan persamaan 1[14].

x100

absorbansi kontrol

Untuk menghitung nilai 1Csq antioksidan
ekstrak jamur yang diperoleh dari persamaan
regresi linear dengan sumbu x yaitu konsentrasi
dan sumbu y yaitu % antioksidan.

Analisa Fitokimia Ekstrak Pekat EtOAc
a) Terpenoid

Sebanyak 0,5 mL ekstrak jamur endofitik

DDP ditambahkan dengan 0,5 mL asam

sulfat pekat dan 0,5 mL kloroform. Warna

coklat kemerahan menunjukkan adanya
terpenoid[15].
b) Steroid

Tabung reaksi dimasukkan 0,5 mL ekstrak
sampel, 0,5 mL kloroform, 0,5 mL asetat
anhidrat, serta 1-2 tetes asam sulfat pekat.
Positif steroid ditandai dengan adanya
perubahan warna larutan menjadi hijau tua
[16].
¢) Alkaloid

Ekstrak sampel sebanyak 05 mL
dimasukkan ke dalam masing-masing 3
tabung reaksi setelah itu ditambahkan 1-3
tetes dengan pereaksi Mayer, pereaksi
Wagner, dan pereaksi Dragendorf Jika
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terbentuk endapan putih, coklat, dan jingga
maka positif adanya alkaloid [17].

d) Fenolik
Pelat tetes diisi dengan beberapa tetes
ekstrak jamur endofit dan 1-3 tetes larutan
FeCl; 1%. Positif fenolik ditandai dengan
adanya warna biru[18].

HASIL DAN PEMBAHASAN
Kultivasi dan Ekstraksi Jamur Endofitik

Media nasi digunakan karena di dalamnya
terkandung nutrisi yang lebih kompleks seperti
karbohidrat, protein, dan mineral untuk
pertumbuhan jamur, selain itu faktor yang
mempengaruhi pertumbuhan spora pada media
nasi yaitu suhu pertumbuhan yang optimal
yakni 25-30°C. Tekstur media nasi yang
tidak terlalu keras, sehingga memudahkan

bagi jamur untuk menyerap nutrisi.[15][19].
Proses ekstraksi menghasilkan isolat jamur
endofitik DDP, seperti yang terlampir pada
gambar 2.

Gambar 2. Isolat jamur DDP

Isolat jamur tersebut di ekstraksi dengan
metode maserasi yang dilakukan tiga Kali
proses maserasi. Metode maserasi digunakan
dengan tujuan mencegah kerusakan bahan aktif
yang disebabkan oleh pemanasan dan alat-alat
yang digunakan tergolong sederhana. Isolat
jamur endofitik di maserasi dengan pelarut
EtOAc yang termasuk pelarut semipolar karena

bersifat semipolar, ia dapat menarik molekul
polar dan non-polar dan mengikat lebih banyak
komponen bioaktif, selain itu pelarut EtOAc
termasuk baik digunakan untuk ekstraksi karena
dapat mudah menguap, tidak hidroskopis, dan
serta mempunyai toksisitas yang rendah [20].
Ektrak yang dihasilkan berupa ekstrak pekat
EtOAcC seperti yang terlampir pada gambar 3.

Gambar 3. Ekstrak Pekat EtOAc Jamur Endofitik DDP

Analisis Aktivitas Antioksidan Ekstrak
Pekat EtOAc Jamur Endofitik
Metode DPPH  digunakan  untuk

mengetahui aktivitas antioksidan esktrak pekat
Etil Asetat (EtOAc) jamur endofitik DDP.
Metode ini  memiliki keunggulan dalam
penggunaan sampel yang tidak terlalu banyak
dan cukup mudah untuk diuji. Larutan induk
100 ppm harus dilarutkan dengan metanol

setiap hari untuk menjaga keadaan reaksi di
mana DPPH menghasilkan radikal bebas[21].
Karakteristik  antioksidan jamur terhadap
radikal bebas DPPH adalah kemampuan mereka
untuk mendonorkan hidrogen. DPPH adalah
senyawa diamagnetik yang stabil dengan
menyerap elektron atau radikal hidrogen dari
radikal bebas yang tidak stabil [22]. Hasil uji
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antioksidan ekstrak jamur
terlampir di tabel 1.

endofitik DDP

Tabel 1. Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak EtOAc jamur endofitik DDP

Absorban  Konsentrasi Absorban % Antioksidan
Kontrol (ppm) sampel 0
0,082 50 0,054 34,15%
0,082 60 0,050 39,02%
0,082 70 0,046 43,90%
0,082 80 0,043 47,56%
0,082 90 0,041 50,00%
60 -
< 50 - y= 0,4024x + 14,756
2 =
S 30 -
€20 -
S 10 -
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Konsentrasi

Gambar 4. Kurva Antioksidan Jamur DDP

Nilai 1Cso merupakan parameter untuk
menyatakan aktivitas antioksidan. Berdasarkan
hasil kurva antioksidan (Gambar 4) didapatkan
persamaan garis y = 0,4024x + 14,756. Tabel 2

menunjukkan kategori antioksidan berdasarkan
rentang nilai ICsy, dengan nilai 1Cs, sebesar
87,58 ppm diperoleh dengan mengganti nilai 50
pada nilai y.

Tabel 2. Kriteria aktivitas antioksidan[12]

Nilai 1C5, (ppm)

Kriteria Antioksidan

<50
50-100
100-150
150-200

Sangat kuat
Kuat
Sedang

Lemah

Dengan nilai 1Cs, sampel antara 50 dan
100 ppm, dapat disimpulkan bahwa ekstrak
jamur endofitik DDP mempunyai aktivitas
antioksidan yang kuat. Hal ini menunjukkan
bahwa aktivitas antioksidan ekstrak jamur
endofitik DDP lebih kuat dibandingkan dengan
jamur endofitik lainnya[15].

Analisa Fitokimia Ekstrak Pekat EtOAc
Jamur DDP

Tabel 3 menunjukkan hasil analisis fitokimia
ekstrak EtOAc jamur endofitik DDP. Analisa
ini dilakukan untuk mengetahui kandungan
senyawa aktif dari senyawa terpenoid, fenolik,
steroid, dan alkaloid.
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Tabel 3. Hasil analisa fitokimia ekstrak jamur endofitik DDP

Golongan Pereaksi Hasil Uji
Senyawa

Terpenoid Liebermann-Burchard +
Steroid Liebermann-Burchard -
Fenolik AlCl; -
Alkaloid Mayer +
Dragendorf +
Wagner +

Hasil analisa fitokimia yang ditunjukkan
pada tabel 3. bahwa jamur DDP memiliki
kandungan senyawa bioaktif terpenoid, fenolik,
dan alkaloid. Dalam penelitian sebelumnya
jamur endofitik RS-1 yang diisolasi dari
sambiloto (Andrographis paniculata)
menunjukkan aktivitas antibakteri yang kuat,
tetapi pada analisa fotokimia menunjukkan
adanya senyawa fenolik dan terpenoid yang
berfungsi sebagai antioksidan[13]. Faktor
koevolusi antara jamur endofit dengan tanaman
inangnya mendorong kemampuan jamur endofit
untuk menghasilkan metabolit sekunder yang
sama dengan kemampuan inangnya.

Mekanisme senyawa terpenoid dapat
membuatnya lebih stabil dan tidak reaktif
dengan memberikan atom hidrogen dan
berikatan dengan senyawa radikal bebas[23].
Dengan kemampuan fenolik untuk melepaskan
atom hidrogen, bentuk reduksi radikal bebas
DPPH dapat menjadi lebih stabil. Jumlah gugus
—OH dalam senyawa fenolik berkorelasi dengan
kekuatan aktivitas antioksidan[12]. Metabolit
sekunder alkaloid dapat berperan sebagai
menutup radikal bebas dengan cara mentransfer
atom hidrogen[11].

SIMPULAN

Ekstrak EtOAc jamur endofitik DDP dari
daun dewa (Gynura segetum) memiliki nilai
ICs, sebesar 87,58 ppm (kategori kuat). Ekstrak
tersebut juga dilaporkan memiliki kandungan
terpenoid dan alkaloid.
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