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Abstrak

Kekayaan alam Indonesia yang berasal dari lautan merupakan sumber megabiodiversitas. Salah satu
megabiodiversitas adalah kapang endofitik dari genus Aspergillus yang hidup bersimbiosis dengan biota laut.
Kapang endofitik yang berasal dari biota laut belum banyak diteliti dan dieksplor potensinya, khususnya
sebagai bahan pangan dan obat. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk memperoleh kapang
endofitik dari genus Aspergillus yang stabil dalam hal produksi senyawa antioksidan. Kapang endofitik
Aspergillus sp1 yang bersimbiosis dengan biota laut sejenis terumbu karang Seroja kol asal Pameungpek,
Garut, Jawa Barat telah berhasil diisolasi. Kapang tersebut diisolasi, dipurifikasi dan disimpan sebagai kultur
dengan media Potato Dextrose Agar. Produksi polisakarida dari kapang merupakan hasil fermentasi kapang
dengan menggunakan media Sabouraud Broth, dengan waktu fermentasi 14 hari pada suhu ruang dengan
kecepatan 120 rom. Polisakarida yang tersekresi dan yang berasal dari dinding sel kapang diuji aktivitas
antioksidannya dengan metode 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). Filtrat hasil fermentasi kapang yang
diekstraksi dengan etanol 95% disebut exopolysaccharides (EPS), miselium hasil fermentasi kapang yang
diekstraksi dengan air disebut water-extracted mycelial polysaccharide (WPS) dan miselium yang diekstraksi
dengan sodium disebut sodium hydroxide-extracted polysaccharide (SPS). Aktivitas antioksidan yang
tertinggi berasal dari ekstrak EPS dengan aktivitas sebesar 71,98% pada konsentrasi 100 ug/ml. Ekstrak
WPS dan SPS dengan konsentrasi sama hanya mampu menangkal radikal bebas DPPH masing-masing
sebesar 52,17 % dan 55,27 %. Selanjutnya, ekstrak EPS dipurifikasi dengan kolom Sephadex G-100, dan
diidentifikasi dengan Fourier Transform Infrared Resonance (FTIR). Data spektra inframerah menunjukkan
bahwa ekstrak EPS mengandung polisakarida dengan bilangan gelombang 3354 cm™ yang berkarakteristik
untuk qugus fungsional hidroksil (OH), sedangkan untuk ikatan C-O dan C-H pada bilangan gelombang
2358 cm™ dan 2928 cm’’. Berdasarkan hasil identifikasi molekuler dan analisis pilogenetik, Aspergillus sp1
merupakan spesies baru dengan kemiripan 74% dengan Aspergillus ochraceus.
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Pendahuluan karang [6], kapang A.terreus [7], Aspergillus

Endofitik merupakan mikrorganisme vyang
hidup bersimbiosis di dalam jaringan mahkluk
hidup yang sehat, seperti tumbuhan, hewan dan
biota laut [1]. Mikroorganisme yang memiliki
keanekaragaman vyang tinggi dan mampu
menghasilkan bioaktif metabolit, diantaranya
adalah kapang karena memiliki daerah yang
terkonservasi untuk identifikasi hingga ke tingkat
spesies, yang disebut dengan Internal
Transcribed Spacer (ITS) rDNA [2]. Kapang
mampu menghasilkan metabolit primer
(karbohidrat, protein, lemak) dan metabolit
sekunder yang berpotensi sebagai bahan obat
dan pangan [3][4]. Metabolit primer kapang yang
dapat dijadikan sebagai bahan obat atau pangan
dalam penelitian ini adalah polisakarida. Dinding
sel kapang banyak mengandung polisakarida
yang memberikan struktur pada sel [5].
Beberapa penelitian sebelumnya menyatakan
bahwa polisakarida dari marine endophytic
memiliki aktivitas antioksidan, seperti Asperqgillus
versicolor LCJ-5-4 yang diisolasi dari terumbu

spY16[8].

Kapang endofitik Aspergillus spp dari biota
laut seperti sponge, rumput laut, terumbu karang
dan hewan invertebrata lainnya belum banyak
diketahui strains maupun bioaktivitasnya. Pada
penelitian ini, endofitik Aspergillus spp akan
diisolasi dari terumbu karang Seroja kol.
Polisakarida dari Aspergillus sp1 akan diuji
aktivitas antioksidannya dengan metode 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH), diidentifikasi
strukturnya dan diidentifikasi secara molekular.

Eksperimen

1. Isolasi Aspergillus sp1 dari terumbu karang
Seroja kol.

Sampel terumbu karang diperoleh dari laut
Pameungpeuk, Garut, Jawa Barat. Sampel
dimasukkan di dalam kantong plastik yang berisi
air laut, dan disimpan di dalam lemari pendingin
bersuhu 4°C sebelum digunakan. Saat sampel
digunakan, sampel dibilas dengan air laut steril
dan dibersihkan dengan alkohol 70%. Terumbu
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karang dipecahkan dengan sterile dissection
razor menjadi bagian-bagian kecil berukuran 1-2
cm secara aseptik, dan diletakkan di atas
medium isolasi Potato Dextrose Agar (PDA)
yang mengandung 100 mg/L Streptomycin.
Sampel diinkubasi pada suhu ruang selama 7-10
hari. Aspergillus sp1 yang tumbuh, dimurnikan
dan disimpan di dalam PDA slants.

2. Fermentasi dan ekstraksi polisakarida.

Aspergillus sp1 diremajakan di dalam media
PDA plate selama 7 hari pada suhu ruang.
Sebanyak 3 potongan miselium agar berukuran
0.5 X 0.5 cm diinokulasikan ke dalam 5 L
medium Potato Dextrose Broth (PDB),
difermentasikan di atas shaker dengan
kecepatan 120 rpm selama 14 hari pada suhu
ruang. Kemudian, filtrat dan biomassa kapang
dipisahkan dengan vakum filtrasi. Filtrat
diekstraksi dengan etanol 95% dan
dihomogenkan selama 48 jam pada suhu 4°C.
Selanjutnya, disentrifuse dengan kecepatan
17000 selama 15 menit. Polisakarida yang
terpresipitasi dicuci kembali dengan etanol 95%,
aceton dan disentrifuse. Polisakarida yang
diperoleh  disebut EPS [12]. Biomassa
dikeringkan, lalu ditambahkan dengan etanol
95%:petroleum eter (1:1), disentrifuse pada
kecepatan 7000 rpm selama 20 menit. Biomassa
(pelet)  dikeringkan pada suhu  40°C,
ditambahkan dengan air bersuhu 90°C selama 2
jam, disentrifuse pada kecepatan 7000 rpm
selama 20 menit. Supernatan dipekatkan hingga
100 ml dengan evaporator pada suhu 60°C.
Kemudian, ditambahkan dengan etanol 95%,
dan dihomogenkan selama 48 jam pada suhu
4°C (WPS) dan dilanjutkan dengan proses EPS.
Sedangkan biomassa hasil perlakuan
sebelumnya ditambahkan dengan NaOH 10%
(SPS) dan dilanjutkan dengan proses WPS
[91[10].

3. Uji aktivitas antioksidan

Uji antioksidan dilakukan dengan metode
DPPH. [14] dengan menggunakan mikroplate
reader. Konsentrasi DPPH vyang digunakan
adalah 30 pg/ml, dan konsentrasi sampel 1
mg/ml . Kontrol berupa 50 yl metanol ditambah
dengan 150 pyl DPPH. Sebanyak 150 pyl DPPH
ditambah dengan 50 ul sampel dimasukkan ke
dalam 96 well polystyrene microplate. Campuran
diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang,
dan absorbansi dibaca pada A 517 nm [11]. Nilai
persentase inhibisi dihitung dengan rumus:

- AbsKontrol — Abs sampel
U inhibisi = : x 100
Abs Kontrol

4. Analisis polisakarida

Polisakarida dimurnikan dengan kromatografi
kolom dengam fase diam Sephadex G-100,
eluen metanol 96%, metanol 50% dan air.
Fraksi-fraksi yang diperoleh dianalis dengan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan eluen
kloroform : metanol (1:1). Fraksi yang murni
selanjutkan dianalisis dengan Fourier Transform
Infra Red (FTIR) untuk melihat gugus fungsi [12].

5. ldentifikasi molekuler.

Isolat Aspergillus sp1 diindenfikasi secara
molekular pada daerah ITS rDNA. DNA diisolasi
dari DNA dan daerah ITS diamplifikasi dengan
Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan
menggunakan primer ITS1 dan ITS4. Sekuen
dianalisis dengan Basic Local Alligment Search
Tool (BLAST) dan filogenetik dianalisis dengan
metode Neighbour Joining (NJ) [2].

Hasil dan diskusi

Kapang endofitik Aspergillus yang berhasil
diisolasi dari terumbu karang Seroja kol hanya
ada 1 isolat. Kapang Aspergillus merupakan
salah satu kapang yang paling sering ditemukan
di darat, perairan maupun di biota laut dan
merupakan salah satu genus yang paling banyak
memiliki spesies. Terumbu karang, alga dan
hewan invertebarata dan hewan vertebrata di
Australia juga menemukan bahwa Aspergillus
spp dan Penicillium spp merupakan genus yang
paling banyak memiliki banyak strain [13].
Daerah Laut Cina Selatan juga telah
menemukan dan telah mengidentifikasi strain
Aspergillus, seperti A.carneus, A. Gracilis, A.
Nomius, A. Sydowii dan A. Sclerotiorum [14].

Kapang Aspergillus sp1 menghasilkan 4,11 g
EPS, 1,88 g WPS dan 2.57 g SPS. Kadar
polisakarida dari setiap kapang endofitik berbeda
karena adanya perbedaan kemampuan
menggunakan substrat yang mengandung
berbagai macam sumber karbon. Polisakarida
Aspergillus  sp1 mampu menangkal radikal
bebas DPPH sebesar 71,98% (EPS), 52,17%
(WPS) dan 55,27% (SPS). Produksi polisakarida
yang aktif sebagai antioksidan dari masing-
masing kapang dapat berbeda-beda. Kapang
Berkleasmium Dzf12 menunjukkan polisakarida
yang aktif berasal dari EPS (61,60%) dan SPS
(91,51%) [11]. Polisakarida EPS dari kapang
Fusarium oxyforum Dzf17 tidak memiliki aktivitas
antioksidan, sedangkan WPS dan SPS mampu
menangkal radikal bebas 50% dengan
konsentrasi 54,54 ug/mL dan 44,91 ug/mL [10].
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Polisakarida dari Aspergillus sp1 dilanjutkan
untuk fraksinasi (Gbr1).

.".‘

Gambar 1. Analisis KLT dengan penanda bercak
Fenol-Sulfat. Line1.Std polisakarida, 2. Fr.1-EPS,
3.Fr.2-EPS, 4.Fr.3-EPS, 5.Fr.4-WPS, 6.Fr.-WPS,
7.Fr.-WPS, 8.Fr.-SPS, 9.Fr.-SPS

Pada Gambar 1. menunjukkan bahwa semua
fraksi memiliki Rf yang sama dengan standar
polisakarida. Fraksi-fraksi yang memiliki Rf yang
sama digabung, sehingga diperoleh fraksi EPS
17,11 mg, fraksi WPS 15, 27 mg, dan fraksi SPS
15,77mg. Sephadex G-100 mampu memisahkan
karbohidrat dari protein dan memurnikan
polisakarida.

Analisis inframerah EPS memberikan bilangan
gelombang 3354 cm” yang berkarakteristik
untuk gugus fungsional hidroksil (OH),
sedangkan untuk ikatan C-O dan C-H pada
bilangan gelombang 2358 cm-1 dan 2928 cm-1
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Gambar 2. Spektrum inframerah polisakarida
EPS Aspergillus sp1.
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Gambar 3. Spektrum inframerah standar
polisakarida.

Hasil spektrum inframerah pada Gambar 2. dan
Gambar 3. tidak menunjukkan adanya
perbedaan jauh gugus fungsi antara standar dan
EPS . Hal ini ditunjukkan dengan bilangan
gelombang O-H, C-H, C-O antara standar dan
EPS tidak berbeda jauh.

Hasil identifikasi molekular menunjukkan bahwa
Aspergillus sp1 memiliki homologi 74% dengan
A.ochraceus. Pada Gambar 4. Terlihat bahwa
Aspergillus sp1 merupakan strain baru yang
berkerabat dekat dengan A.ochraceus dan A.
sclerotiorum dan berkerabat jauh dengan
A.elegans dan A.auricomus. lsolat Aspergillus
sp1 memiliki daerah ITS yang lebih bervariasi
dibandingkan daerah ITS Aspergillus lain, akan
tetapi masih terdapat juga variasi pada daerah
18S,5.8S dan 28S jika dibandingkan dengan
Aspergillus lainnya.
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Gambar 4. Pohon filogenetik Aspergillus sp1.

Aspergillus spp memiliki daerah sekuen yang
terkonservasi daripada daerah ITS1 dan ITS2
[15]. Variasi daerah ITS dapat mengidentifikasi
suatu mikrooraganisme (kapang) sampai tingkat
spesies [16].

Kesimpulan

Kapang endofitik Aspergillus sp1 mampu
menghasilkan polisakarida yang berpotensi
sebagai bahan antioksidan. Aktivitas antioksidan
polisakarida EPS, WPS dan SPS berturut-turut
adalah  71,98%, 52,17% dan 55,27%.
Berdasarkan identifikasi molekular Aspergillus
sp1 berkerabat dekat dengan A.ochraceus
dengan homologi sebesar 74% dan merupakan
strain baru
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