ERRN FKDSWAU

B\ ' HZLO XD

6XEP MMRQ GDWA " HF $0 87&

6XEP MWRQ-

) L QDP H B327(16-B(1<$: $B5. 79BB+$1 B5/ $0 SGI 0
. RUG FRXQW

&KDWDRAMHUFRXQW



Pramesti Dewi | Talitha Widiatningrum | Thnul Mubarok | Ni Luh Tirtasari | Ghani Walandipa |
“Iristiana Hidu}futu] Wahidah | Sid Sulaiha | Mailani | Noor Aini Habibah | Dewi Mustik:mingr}'us |
Sri Widyarti | Muhaimin Rifa'i | Widodo | Retno Sri Iswari | Wulan Christijanti | Lisdiana |
Harjono | Fitri Arum Sasi | Muchamad Dafip | Nugrahaningsih WH | Aditya Mariani |
Nur Dina Amalina | Sri Mursiti | Shafira Septiana Fueri | Legendra Ganrar Negara | Intan Kharyna
Sholehah | Dian Sri Asmorowari | Putri Dyah Astari | Ari Yuniastuti | Privantini Widyaningram |
Ning Seriati | Sri Ngabekri | R. Susanti | Senda Kartika | Yudi Priyanto | Desy Amelia |
Sabila Yasarch | Maria Magdalena Riyaniarti Estri W







Potensi Senyawa Aktif
Bahan Alam

Author:
Pramesti Dewi Sri Mursiri
Talitha Widiatingrum Shafira Septiana Futri
Ibnul Mubarok Legendra Gantar Negara
Ni Luh Tirtasari Intan Kharyna Sholehah
Ghani Walandipa Dian Sri Asmorowati
Tristiana Hidayatul Wahidah Putri Dyah Astari
Siti Sulaiha Ari Yuniastuti
Mailani Fitri Arum Sasi
Noor Aini Habibah Priyantini Widiyaningrum
Dewi Mustikaningtyas Ning Setiati
Sri Widyarti Sri Ngabekti
Muhaimin Rifa’i R. Susanti
Widodo Aditya Marianti
Retno Sri Iswari Senda Kartika
Wulan Christijanti Yudi Priyanto
Lisdiana Desy Amelia
Harjono Sabila Yasaroh
Muchamad Datip Maria Magdalena Riyaniarti
Nugrahaningsih WH Estri W

Nur Dina Amalina




Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam

Author:

Pramesti Dewi, Talitha Widiatningrum, Ibnul Mubarok, Ni Luh
Tirtasari, Ghani Walandipa, Tristiana Hidayatul Wahidah, Siti
Sulaiha, Mailani, Noor Aini Habibah, Dewi Mustikaningtyas, Sri
Widyarti, Muhaimin Rifa'i, Widodo, Retno Sri Iswari, Wulan
Christijanti, Lisdiana, Harjono, Muchamad Dafip, Nugrahaningsih
WH, Nur Dina Amalina, Sri Mursiti, Shafira Septiana Futri,
Legendra Gantar Negara, Intan Kharyna Sholehah, Dian Sri
Asmorowati, Putri Dyah Astari, Ari Yuniastuti, Fitri Arum Sasi,
Priyantini Widiyaningrum, Ning Setiati, Sri Ngabekti, R. Susanti,
Aditya Marianti, Senda Kartika, Yudi Priyanto, Desy Amelia, Sabila
Yasaroh, Maria Magdalena Riyaniarti Estri W

Tata Letak : Ahmad Sofiyuddin
Cover : Aliyul Murtadlo
copyright © 2022

Penerbit

UNPSMA

FPRESS

e

Cetakan Pertama q [
Ukuran :
Jumlah Halaman txvi + 216

v I Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam




Indonesia merupakan salah satu negara dengan keancka-
ragaman hayati yang sangat kaya. Berbagai spesies hewan dan
tumbuh-tumbuhan termasuk mikroorganisme hidup di Indonesia.
Organisme-organisme tersebut memiliki potensi besar untuk
memproduksi berbagai jenis senyawa organik bahan alam dengan
berbagai aktivitas biologi. Walaupun penemuan senyawa bioaktif
yang berasal dari sumber bahan alam organik Indonesia sudah
banyak dilaporkan, namun dimungkinkan masih banyak yang
belum diteliti, baik dari spesies-spesies tumbuhan maupun mikroba.

Penelitian bahan alam pada saat ini telah berkembang
dengan pesat. Penelitian ini banyak dilakukan untuk memperoleh
senyawa-senyawa organik yang berkhasiat sebagai obat. Manfaat
penelitian senyawa organik bahan alam dalam bidang pengobatan
meliputi tiga hal, yaitu dapatr langsung digunakan untuk obat
penyakit tertentu, dijadikan bahan asal untuk sintesis obat, atau
dijadikan model senyawa aktit farmakologi dalam sintesis obat
tertentu. Penemuan senyawa obat baru dari sumber bahan alam
pada umumnya dilanjutkan dengan uji toksisitas dan uji klinis
lainnya untuk memastikan bahwa senyawa obat tersebut aman
digunakan. Selain itu, diupayakan pula agar produksi senyawa
tersebut tidak memerlukan biaya yang tinggi sehingga bila
dipasarkan harganya terjangkau oleh masyarakat luas. Untuk itu

dilakukan beberapa cara, antara lain menghasilkan senyawa bioaktif
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melalui pendekatan bioteknologi (kultur in witre atau rekayasa
genetik).

Bahan alam berpotensi besar dalam penemuan obat berbagai
penyakit, baik penyakit degeneratif maupun penyakit akibat
patogen. Di antara bahan alam yang telah diteliti banyak yang
berpotensi sebagai antioksidan, antikanker, antibiotik, antidiabetic,
dan lain-lain. Selain itu ada pula yang berpotensi sebagai
imunomodulator, anti stress akibat infeksi patogen, dan protektor
akibat paparan logam berat. Seiring dengan munculnya berbagai
jenis penyakit baru dan banyaknya mikroba patogen yang telah
resisten terhadap penggunaan obat-obat antibiotika tertentu, maka
penemuan obat-obat baru harus terus diupayakan.

Dalam buku “Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam” ini
dibahas beberapa hasil penelitian tentang potensi mikroba dan
tumbuhan sebagai sumber bahan obat. Kapang lignoselulolitik
berpotensi menghasilkan senyawa bioaktif yang bermanfaat sebagai
antibiotik, antikanker dan antifungi patogen; sedangkan
Saccharomyces cerevisiae berpotensi menghasilkan antioksidan
glutation. Produksi glutation dapat menggunakan ckstrak kedelai
selain asam amino bebas. Beberapa jenis tumbuhan yang berpotensi
sebagai tanaman obat yang dituliskan dalam bukuini adalah tomat,
ubi kayu, garlic (bawang putih), kelor hijau dan kelor merah serta
beberapa tumbuhan rempah komponen minuman tradisional
wedang uwuh. Ekstrak buah tomat yang diperoleh dari berbagai jenis
pelarut mengandung tomaridin yang berpotensi sebagai antikanker.
Ekstrak daun ubi kayu mempunyai peluang untuk dikembangkan
menjadi obat herbal, antikanker, mempercepat penyembuhan luka,
analgetik, antibakteri, anti inflamasi, hepatoprotektif, antidiabetic,
antidiare dan antihelmintik. Selanjutnya, kandungan senyawa

bioaktif tanaman dalam wedang uwuh yang teridentifikasi
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berpotensi sebagai imunomodulator pada infeksi SARS-Cov2
penyebab penyakit covid 19. Fermented black garlic terbuktd
mengandung antioksidan yang tinggi. Kandungan antioksidan
umbi garlic tunggal lebih tinggi dibandingkan umbi majemuk.
Daun kelor hijau mempunyai potensi sebagai antioksidan pada tikus
hiperglikemia, sedangkan senyawa aktif hasil fermentasi kelor merah
dapat berperan sebagai penangkal stress oksidatif akibat serangan
Salmonela tiphii.

Selain itu dalam buku ini juga dibahas tentang peran kultur
in vitro dalam produksi antioksidan, potensi khitosan dan gulma
kipahit. Kultur in vitre dapat digunakan untuk produksi senyawa
antioksidan dengan bermacam-macam cksplan, tipe kulrur,
medium dan zat pengatur tumbuh. Kitosan memiliki potensi
sebagai agen proteksi organ sistem pencernaan tikus dari kerusakan
akibat paparan Pb-asetat. Esktrak gulma kipahit berpotensi
dikembangkan lebih lanjut scbagai bioinsektisida serangga
peternakan.

Dengan substansi tersebut, buku ini memberikan sumbangan
yang cukup signifikan dalam perkembangan penelitian senyawa
bahan alam di Indonesia. Informasi yang diberikan yang berupa
hasil penelitian dan hasil review dapat dijadikan dasar untuk
melakukan penelitian lebih lanjut sehingga ditemukan obat dan
insektisida alamiah yang berguna dalam kehidupan masyarakat.

Buku ditulis oleh para dosen Jurusan Biologi FMIPA
Universitas Negeri Semarang yang kompeten dan berpengalaman di
bidangnya. Setiap chapter ditulis dalam format artikel hasil
penelitian atau hasil review yang informatif dan dilengkapi dengan
daftar pustaka. Hal ini akan membantu pembaca untuk menelusuri
informasi lanjut yang diperlukan. Dengan teknik penulisan yang

mudah dipahami dan nilai penting substansi yang disajikan dalam
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perkembangan penelitian senyawa bahan alam, maka buku ini layak

dibaca oleh mahasiswa, dosen, dan peneliti bidang Biologi, Kimia,

Farmasi dan bidang terkait lainnya. Selain itu juga perlu dibaca olch

para pemerhati obat herbal dan pecinta tumbuh-tumbuhan.

Vil

Prof. Dr. Enni Suwarsi Rahayu, M.Si
Guru Besar Jurusan Biologi FMIPA UNNES
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Prakata

Tanaman merupakan sumber obat-obatan alami yang
sangat beragam. Sejumlah obat juga disintesis dari produk alami
melalui reaksi kimia yang berbeda. Senyawa aktif bahan alam antara
lain terpenoid, alkaloid, steroid, senyawa fenolik, vitamin,
karbosiklik dan aromatik heterosiklik senyawa, protein, dan
karbohidrat. Selain tanaman, bakteri dan jamur merupakan
mikroorganisme yang juga sangat berguna sebagai sumber senyawa
bioaktif yang berpotensi sebagai obat. Sebagian besar produk alami
ditemukan dalam kombinasi dengan banyak bahan aktif lainnya
maupun komponen nonaktif.

Penulisan buku Potensi Senyawa Bahan Alam mengkaji
berbagai produk senyawa bahan alam, mekanisme aksi produk alami
yang mungkin, menemukan penggunaan sebagai obat atau molekul
timbal dengan identifikasi jalur biokimia menggunakan metode
modern termasuk analisis genomik dan proteomik. Keanekaraga-
man hayati alam tersedia bagi kita. Alam tetap menjadi sumber yang
paling berharga untuk penelitian bidang kimia dan biologi molekul
dengan stereokimia baru. Oleh karena itu, produk alami baru dan
produk alami bioaktif yang sudah mapan akan tetap menjadi kunci
bagi kescjahteraan manusia.

Buku ini dapat digunakan oleh ilmuwan ahli, peneliti, dan
siswa untuk pengalaman belajar dan penelitian yang luar biasa.
Kualitas buku ini di pasar penelitian kompetitif akan merangsang

masa kini dan generasi ilmuwan masa depan yang tertarik untuk
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meningkatkan kualitas kehidupan manusia melalui pengerjaan
produk alam dan turunannya. Buku ini berisi banyak fitur yang
mencakup informasi tentang scjumlah beragam produk alami
bioaktif yang disajikan oleh penulis dengan banyak referensi terkait.
Hal ini akan membantu pembaca untuk melakukan penelitian di
daerah di masa depan.

Setiap bab disajikan dengan cara jelas dan ringkas. Ilmuwan
yang bekerja pada produk bahan alam akan menemukan ini sebagai
buku sumber daya yang berguna yang akan membantu mercka
dengan pekerjaan mereka. Buku Potensi Senyawa Aktif Bahan Alam
sangat signifikan, dan bermanfaat bagi pembaca yang terlibat dalam

kimia, biologi, farmakologi, dan studi obat berbahan alam.
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BAB 1

Potensi Kapang Lignoselulolitik
Dalam Produksi Senyawa Bioaktif

Pramesti Dewi', Talitha Widiatningrum', Ibnul Mubarok’,
Ni Luh Tirtasari®, Ghani Walandipa®,
Tristiana Hidayatul Wahidah?, Siti Sulaiha®, Mailani*

' Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
? Jurusan IPA Tcrpadu, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
? Mahasiswa Prodi Biologi, FMIPA, Universitas Negeri Semarang
* PT. Nutrilab Pratama, Jakarta (Alumni Prodi Biologi, FMIPA,

Universitas Negeri Semarang)

1.1. Pendahuluan

Senyawa bioakrtif adalah sekelompok senyawa dari golongan
karotenoid, fenolat, alkaloid, senyawa mengandung nitrogen, dan
senyawa sulfur-organik [1]. Senyawa bioaktif memiliki peran penting
dalam kehidupan manusia. Peran senyawa bioakdf antara lain
adalah  scbagai antioksidan, antikanker [2], antinflamasi,
imunomodulator, antibakteri, dan lain sebagainya.

Senyawa bioaktif secara alami dihasilkan oleh seluruh
makhluk hidup, baik makhluk hidup tingkart tinggi seperti manusia,
hewan dan tumbuhan, maupun makhluk tingkat rendah seperti
bakteri dan jamur. Kapang (molds) adalah mikroorganisme dari

Kingdom Fungi, yang terdiri atas strukeur multiseluler dan disebut
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juga scbagai jamur benang. Kingdom Fungi (Jamur) terdiri atas
anggota banyak divisio, yaitu jamur mikroskopis, makroskopis,
multiseluler, maupun uniseluler. Diantara berbagai jenis kapang,
terdapat beberapa genus yang termasuk ke dalam kelompok kapang
lignoselulolitik yaitu kapang yang dapat mendegradasi material
lignoselulosa, seperti limbah pertanian dan pengolahan makanan.
Kapang lignoselulolitik antara lain dari genus Penicillium,
Fusarium, Aspergillus, dan Trichoderma [3]. Kapang lignoselulolitik
ini juga potensial sebagai penghasil senyawa bioaktif.

Peran penting dari berbagai senyawa bioaktif mendorong
diterapkannya teknik untuk produksi yang lebih efisien agar supaya
kebutuhan akan senyawa bioaktif dapat terpenuhi dengan memadai.
Produksi senyawa bioaktif secara tradisional adalah melalui ekstraksi
tanaman atau bagian-bagian tanaman yang mengandung senyawa-
senyawa tersebut. Cara tradisional ini kurang memadai untuk
produksi yang efisien, sehingga diperlukan produksi dengan cara
lain dan dari sumber yang mudah diperbanyak untuk memenuhi
kebutuhan akan senyawa bioaktif.

Proses produksi senyawa fenolat secara fermentasi yang saat
ini dilakukan adalah melalui kultur sel yang dirckayasa (engineered
plant cells). Proses rekayasa ini menggunakan dasar jalur sintesa yang
sudah ada dalam tanaman, sehingga dicapai peningkatan produksi
molekul rtargetr, dapat mengurangi produk samping yang tidak
berguna, dan dapat dilakukan perbanyakan sel lebih cepat dalam
jumlah banyak [2]. Proses produksi ini memburuhkan biaya
produksi yang tinggi.

Proses produksi yang lebih memberikan peluang produksi
senyawa fenolat adalah dengan menggunakan fungi lignoselulolitik.
Kapang lignoselulolitik adalah anggota dari Kingdom Fungi (Jamur)

berukuran mikroskopis dan berstruktur multiseluler, serta meng-
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hasilkan enzim-enzim pendegradasi senyawa lignoselulosa. Enzim-
enzim vyang dihasilkan untuk aktivitas degradasi senyawa
lignoselulosa adalah ligninase dan hidrolase yang menyerang
polimer seperti selulosa, hemiselulosa, pektin, dan pad [3]. Oleh
karena itu kapang lignoselulolitik dapat ditumbuhkan pada media
berupa material lignoselulosa dari hasil samping pertanian yang
murah, berlimpah, dan belum banyak digunakan untuk meng-
hasilkan produk bernilai tinggi. Sepanjang proses degradasi senyawa
lignoselulosa, kapang lignoselulolitik juga mampu menghasilkan
senyawa-senyawa bioaktif yang bermanfaat bagi kesehatan, yaitu
sebagai agen antitumor, antimikroba, antioksidan, dan antiviral [4].

Permasalahan yang akan dibahas berkaitan dengan produksi
senyawa bioaktif oleh kapang lignoseluloltik adalah: 1). Senyawa
bioaktif apa saja yang dapat dihasilkan oleh kapang lignoseluloltik;
2). Bagaimana jalur biosintesis senyawa bioaktif oleh kapang
lignoseluloltik; 3). Bagaimana cara mendapatkan isolat-isolat
kapang lignoseluloltik yang potensial dalam menghasilkan senyawa
bioaktif; dan 4). Metode produksi apakah yang dapat secara efisien

menghasilkan senyawa bioaktif?

1.2. Metode

Metode yang digunakan adalah review naratif dan hasil
penelitian. Review ditulis berdasarkan informasi dari berbagai
artikel. Artikel-artikel yang dijadikan sumber informasi adalah
artikel tentang jenis kapang lignoselulolitik, cara isolasi, senyawa-
senyawa bioaktif yang diproduksi oleh kapang lignoselulolitik, jalur
biosintesis senyawa bioaktif, dan metode fermentasi yang optimal
untuk produksi senyawa bioaktif oleh kapang lignoselulolitik.
Artikel yang telah dipublikasi mengenai senyawa bioaktif yang
dihasilkan oleh kapang lignoselulolitik ini masih sangat terbatas

jumlahnya. Publikasi masih didominasi oleh produksi senyawa
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bioaktif oleh jamur endofit, yaitu jamur yang tumbuh bersimbiosis
dengan ranaman penghasil senyawa bioakrif.

Metode penelitian dilakukan untuk mendapatkan data
isolat kapang lignoselulolitik. Pada metode penelitian dilakukan
proses isolasi sampel tanah dan seresah daun di lingkungan kampus
Universitas Negeri Semarang. Sampel diambil dari titik lokasi yang
terdapat tumpukan daun gugur di area kampus. Universitas Negeri
Semarang merupakan kampus konservasi dengan vegetasi yang
sangat banyak jenis maupun jumlahnya, dan setiap saat terdapat
guguran daun yang sangat berlimpah. Seringkali terjadi guguran
daun ini terlewat untuk dibersihkan dan tidak terangkut oleh
petugas kebersihan, sehinngga menumpuk di tempat-tempat
tertentu.

Tanah yang di atasnya terdapat tumpukan daun yang tidak
terangkat oleh petugas kebersihan ada di banyak titik di area kampus
yang sangat luas. Setelah melalui periode waktu yang cukup lama,
guguran daun ini akan hancur dengan sendirinya oleh aktivitas
kapang lignoselulolitik melalui reaksi enzimatis. Kapang
lignoselulolitik mampu menghasilkan enzim-enzim pendegradasi
senyawa lignoselulosa, misalnya yang terdapat pada guguran daun.

Telah dilakukan penelitian tentang isolasi dan identifikasi
kapang lignoselulolitik endemik yang terdapat di lingkungan
kampus Universitas Negeri Semarang. Metode isolasi yang meng-
hasilkan isolat kapang lignoselulolitik adalah metode pengenceran
seri sampel menggunakan akuades steril. Hasil pengenceran dengan
tingkat pengenceran 10~ dan 10 selanjutnya ditanam pada metode

Potato Dextrose Agar (PDA) dengan masing-masing diulang dua kali.
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1.3. Hasil dan Pembahasan
Senyawa bioaktif dari kapang lignoselulolitik

Jenis senyawa bioaktif yang dapat dihasilkan oleh kapang
lignoselulolitik antara lain adalah senyawa-senyawa fenolat.
Senyawa fenolat merupakan metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh kapang selain metabolit primer. Metabolit sekunder dihasilkan
bukan sebagai penunjang pertumbuhan kapang, tetapi untuk
kebutuhan lain selama kehidupan kapang. Metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh kapang ini merupakan sumber dari berbagai senyawa
yang penting dalam aspek industri kimia, keschatan, pangan,
kecantikan, maupun pertanian [5].

Aspergillus niger adalah salah satu kapang lignoselulolitk
yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif. Telah ditemukan 35
jenis senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh Aspergillus niger SH2-
EGY [6]. Analisis senyawa dilakukan menggunakan GC-MS,
sedangkan struktur senyawa diketahui melalui hasil analisis ekstrak
menggunakan FTIR. Hasil analisis dengan FTIR menunjukkan ke
35 senyawa memiliki struktur antara lain cincin aromatik, alkena,
senyawa alifatik mengandung fluor, amina tertier, dan ikatan regang
C-N (C-N stretch). Selain itu juga telah diidentifikasi sebanyak 26
senyawa yang dihasilkan oleh Aspergillus niger, dengan aktivitas
sebagai sitotoksik, antimikotik, ntioksidan, antikanker, antiaflatoksin,
antifungi, dan antimikroba [7]. Diantara 26 senyawa tersebur,
terdapat 7 senyawa yang dihasilkan dengan kuantitas terbanyak.
Penelitian untuk mendeteksi dan mengidentifikasi senyawa bioaktif
yang dihasilkan oleh Aspergillus niger tersebut dilakukan melalui
metode fermentasi substrat cair (liquid culture) menggunakan
medium Potatoe Dextrose Broth (PDB).

Hasil analisis senyawa bioaktif dalam ekstrak methanol dari

Aspergillus niger SH2-EGY menggunakan GC-MS yang berhasil
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diidentifikasi oleh [6] disajikan pada Tabel 1. Sedangkan senyawa

bioakrif utama dalam ekstrak ethil asetat dari Aspergillus niger yang
telah diidentifikasi oleh [7] disajikan pada Tabel 2.

Tabel 1: Beberapa senyawa bioaktif utama dalam ektrak methanol

dari kultur cair Aspergillus niger (6]

SN Phytochemical compoond Rl jmn)  Formua Mipierular weighl Exaci mass Chersical structure
Bl L gmenmoee 1M CHly I peeliri | :
s wr
i R
=~ brasrog” we o (O
Sty
==
1 Mmoo Srery iz Gl 1M O = e
o
L3 T L L e . _ - 4 i o o :
poende-240 LCrazaFaND; :

Ekstrak dari kultur Aspergillus niger telah diuji kemam-
puannya sebagai senyawa bioaktit [7]. Senyawa-senyawa tersebut
terbukti dapat menginduksi kemampuan tikus percobaan untuk
melawan toksin AFB;, (Aflatoksin B,) yang dihasilkan oleh
Aspergillus flavus. Pada tikus yang diperlakukan dengan AFB; terjadi
gangguan mikrostruktur pada liver dan ginjal sehingga berbeda
dengan liver dan ginjal yang normal. Pada pemberian ekstrak fungi
baik pada dosis rendah maupun tinggi, terjadi perbaikan
mirostrukeur sehingga mendekati normal tanpa perlakuan penam-
bahan AFB;. Efek perbaikan ini dimungkinkan oleh aktivitas
senyawa yang dihasilkan oleh Aspergillus niger sebagai antioksidan.

Senyawa yang berperan sebagai antioksidan adalah senyawa fenolat,
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yang kandungan totalnya dalam ekstrak sangar tinggi, yaitu sekitar
940 mg setara dengan asam askorbar /g ekstrak. AFB, diketahui
dapat merusak sel-sel dalam organ karena meningkatkan kadar ROS
(Reactive Oxygen Species), sedangkan antioksidan berperan
menurunkan ROS sehingga dapat memperbaiki kerusakan sel oleh

pengaruh negatif dari AFB,.

Tabel 2: Senyawa bioaktif utama dalam ekstrak ethil asetat dari
kultur cair Aspergillus niger SH2-EGY [7]

No. RT Area Identified compounds (M.W.)
¥

1 12.18 2.30 Oridonin” (364)

2 14.30 2004 5,8,11,14,17-Elcozsapentaenoic acld (302)

3 14.44 1.76 24, 25-Dihydroxycholecalciferol (416)

4 31.11 158 Butylated hydroxytoluene” (220)

5 34.86 2.34 a-D-Glucopvranoside. methyl 2-(acetvl amino)-2-
deox ¥-3-O-(trimethylsilyl)-, eyelic methylboronate’
(231}

& 3522 1.78 Thalicpureine (385)

7 35.29 0.94 3-Desoxo-3, 1 6-dihydroxy- 1 2-desoxyphorbol 3,13,16,20-
tetraacecare (534)

8 35.36 1.65 Quercetin wimethyl ether (344)

Q 3756 1.17 (2R_3R 55,2 R 5 R & abeta)-2-Methoxy-5-(3-furyl)-

2 alpha-methyl-4 aalpha-{ acetoxymethyi)-4 5-
dihydrodispiro[ furan-3(2H), 1’ -decalin-5’, 2" -oxirane]-
# alpha & beta<liol diacerate (520)

10 38.20 0.91 1,2-Bis[142-hydroxyeihyl)-3,6~«diazahomoadam
antantydene-9] hydrazin™* * = & # (416)

11 39.79 2.34 a-D-Glucopyranosiduronic acid, 3-(5-
athylhaxahydro-2,4,6-trioxo-5-pyrimidinyl)-1.1-
dimethylpropyl 2,3.4-ois-O-{oimethylzilyl)-, methyl
aster’ (648)

12 30.96 11.51 D-{-}-Fructopyranose, pentakis(trimethylsilyl) ether -
- (540)

13 40.20 1275 1,2-Bis[142-hydroxyethyl)-3, 6-diasahomoadam
anantydene-9] hydrazin =~ “ (437)

14 40.97 3.79 alpha-D-Glucopyranoside, methyl 2.3 4 6-terakls-0-
(rimethylsilyl)- (482)

15 41.62 3.44 Heprasziloxane, Hexadecamethyl- (532)

16 4216 6.78 Ocoadecanamide, N- (2- methyl propyl)-N-nitroso
(368)

17 42.80 2.27 5Z,87,11Z elcosatriencle acld (206)

12 43.17 7.60 Trimethyilsilyl echer-glucitol (614)

19 44.49 14.78 1,2.3.4,6-Penta-trimethyisilyl Glucopyranoss -
(3400

20 4683 1.53 Didodecyl 3.3 -thiodipropionats” (S14)

21 47.05 0.88 1 H-Purin-6-amine, [(2-flucrophenylimethyl] (243)

= J 48.71 1.41 Pentaziloxane, dodecamethyl™ * (384)

23 E5.76 2.20 Bls (2-ethylhexyl) phthalate (390)

24 56.92 0.83 3-Pyridinecarboxylic acid (597)

s 60.04 152 SH-Cyclopropa[3 4]benz[ 1, 2-a] azulen-5-one, 9 9a-bis

(acetyloxy)-1,1 a,1b.2,4a,7a,7b,8,9, Sadecahydro-
2 4a 7b-rih ywdroxy-3-(hyvdroxymethyl)-1,1,6. 8-
temamethyl (464)

60.72 1.96 Flavone 4'-0OH,5-0H,7-DI-O-Glucozside’ (594)
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Trichoderma sp. adalah contoh lain dari kapang
lignoselulolitik yang mampu menghasilkan berbagai senyawa
bioaktif yang berperan sebagai penghambat pertumbuhan fungi
patogen pada tanaman. Masing-masing spesies dari genus
Trichoderma menghasilkan senyawa yang spesifik, tetapi memiliki
peran yang sama dalam menghambat fungi patogen. Senyawa-
senyawa tersebut, antara lain adalah stigmasterol yang dihasilkan
oleh T. harzianum dan T. koningii. Struktur dari stigmasterol dapat

diikuti pada Gambar 1.

HO

Gambar 1: Strukreur kimia dari stigmasterol [8]

Stigmasterol adalah senyawa dalam kelompok steroid. Selain
steroid, masih banyak senyawa lain yang dihasilkan oleh kapang
lignoselulolitik dari genus Trichoderma. Stigmasterol menunjukkan
akrtivitas sebagai anti pertumbuhan untuk fungi patogen Rhizoctonia
solani Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina, dan Fusarium
OXYSPOTUIN.

Rhizoctonia solani merupakan fungi patogen tular tanah
(soilborne) penyebab damping-off (seedling disease) atau rebah
kecambah pada berbagai tanaman, sebagai contoh penyakit rebah
kecambah pada tanaman kedelai yang terjadi di negara-negara
bagian utara Amerika [9]. Rhizoctonia solani memiliki morfologi
yang bervariasi, jenis tumbuhan yang dapat menjadi inang sangat

beragam, dan sangat agresif dalam menyebabkan penyakit pada
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tanaman. Infeksi Rhizoctonia solani dimulai dari perkecambahan
sclerotia yang selanjutnya berkembang menjadi miselia. Perkem-
bangan miselia akan dipicu oleh eksudat yang dikeluarkan tanaman
inang sebagai respon pertahanan terhadap penempelan miselia fungi
patogen pada inang.

Seclerotium rolfsii adalah patogen tanaman yang menyebab-
kan blight disease (penyakit hawar) yang menular dengan cepat dan
mencapai area yang luas. Tanaman yang diserang oleh Sclerotivm
rolfsii antara lain adalah kacang tanah (Phaseolus vulgaris), seperti
yang dilaporkan terjadi di Uganda [10].

Fusarium oxysporum juga merupakan fungi patogen tular
tanah yang menyerang berbagai tanaman. Jenis tanaman yang
diserang terkadang spesifik varietas dari fungi ini, misalnya yang
menyerang tanaman pisang adalah Fusarium oxysporum var. cubense,
yang menyerang tanman kacangan-kacangan adalah Fusarium
oxysporum var. pisi, sedangkan yang menyerang ubi rambat adalah
Fusarium oxysporum var. batatas [11].

Fungi patogen lainnya yang menyerang berbagai tanaman
adalah Macrophomina phaseolina. Fungi ini menyebabkan penyakit
pembusukan pada bagian batang dan akar, akar menjadi berwarna
hitam seperti arang (charcoal root), dan pembusukan kecambah dari
kedelai, sorghum, dan kacang tanah [12]. Senyawa stigmasterol yang
dihasilkan oleh 7. harzianum dan T. koningii memiliki aktivitas
antifungi pada keempat fungi patogen tersebut [8].

Mekanisme antifungi dari metabolit sekunder yang dihasil-
kan oleh kapang lignoselulolitik ada empat mekanisme. Mekanisme
yang pertama adalah kombinasi aksi dari metabolit sekunder dengan
enzim-enzim hidrolitik, sebagai contoh terjadinya interaksi aktivitas
Gliotoxin (senyawa metabolit sckunder) dengan endochitinase

(enzim hidrolitik) dalam menghambart perkecambahan spora jamur
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Botrytis  cinerea. Botrytis cinerea adalah fungi patogen yang
menginfeksi buah dan daun hingga menyebabkan tanaman mati.
Mcekanisme antifungi yang lain adalah: induksi apoptosis, memicu
respon sistem pertahanan tanaman, dan kompetisi perolehan
nutrien antara fungi patogen dengan Trichoderma [8].

Morfologi dari Trichoderma secara makro dan mikroskopis
dapat diikuti pada Gambar 2. Dari morfologi secara makroskopis
pada media PDA nampak pertumbuhan sirkuler dengan konidia
berwarna hijau. Pada struktur secara mikroskopis menunjukkan
bahwa miselia Trichoderma adalah miselia bersepta. Miselia

bercabang untuk membentuk konidiofor dan di setiap ujung

konidiofor terbentuk konidia (spora).

Gambar 2: Trichoderma sp. (A). Morfologi koloni Trichoderma
sp. dalam media PDA (Blaszczyk et al., 2014) dan (B).
Struktur mikroskopis Trichoderma sp. [13]

Biosintetis senyawa bioaktif oleh kapang lignoselulolitik
Senyawa bioaktif yang merupakan hasil metabolisme
sekunder dari tanaman atau mikroorganisme, disintesis melalui jalur
asam shikimat (Shikimic Acid Pathway = SAP). SAP merupakan
jalur reaksi yang terdiri atas tujuh langkah yang melibatkan
penggunaan serangkaian enzim [5, 14-15]. Metabolit sekunder
disintesis tidak berkaitan dengan kebutuhan dan kepentingan
primer organisme dalam kehidupannya, akan tetapi melalui SAP

terjadi /ink antar jalur metabolisme primer dan sekunder. SAP
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membutuhkan substrat berupa senyawa hasil metabolisme glukosa
(Glicolysis Pathway) dan senyawa hasil dari jalur pentosa fosfat
(Pentose Phospate Pathway).

SAP merupakan reaksi biokimia untuk menyediakan
berbagai senyawa prekursor dari molekul-molekul aromatik yang
memiliki aktivitas biologis dan terjadi pada tanaman dan
mikroorganisme. Pada mikroorganisme SAP menghasilkan asam
amino aromatis, yaitu L-Phenylalanin (L-Phe), L-Tyrosin (L-Tyr),
dan L-Tryptophan (L-Trp). Jalur-jalur metabolisme yang dimulai
dari SAP hingga jalur pembentukan asam amino aromatik ini
menjadi jalan untuk tersedianya berbagai metabolit sekunder
penting, antara lain asam klorogenat, alkaloid, tannin, maupun
tokoferol [15].

Tahap-tahap reaksi yang terjadi pada SAP adalah sebagai
berikut [5, 14-15]:

1). SAP ini dimulai dengan reaksi pertama berupa
kondensasi antara fosfo-enol-piruvat (Phosphoenolpyruvate = PEP)
dari jalur glikolisis dengan eritrosa-4P dari jalur pentosa fosfat untuk
menghasilkan senyawa asam 3-deoksi-D-arabino-heptulosonik-
fostat (DAHP). Reaksi kondensasi ini dikartalisis oleh enzim DAHP-
sintase. Kofaktor yang dibutuhkan untuk aktivitas enzim DAHPS
adalah Co *', Mg *' atau Mn *'.

2). Reaksi yang kedua adalah pengubahan DHAP menjadi
senyawa siklis DHQ (dehydroquinic acid = asam dehidro quinon),
melalui reaksi siklisasi intramolekuler. Enzim yang berperan sebagai
katalisator dari reaksi ini adalah enzim DHQS (EC. 4.2.3.4)) yang
merupakan enzim C-O liase, schingga dapat memutus ikatan C-O
pada molekul DAHP dan membentuk ikatan siklis. Enzim DHQS
membutuhkan kofaktor berupa ion Co®* dan NAD'. NAD-

merupakan kofaktor yang terikat kuat pada enzim DHQS. Apabila
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di dalam medium terdapat substrat DHAP, maka dengan segera
NAD* akan terdisosiasi dan menempel pada enzim DHQS untuk
menjadi katalisator pengubahan DHAP menjadi DHQ.

3). Reaksi ketiga adalah pengubahan DHQ menjadi 3-
dehydroshikimic acid (DHS) dengan mengambil satu molekul air.
Reaksi ini merupakan reaksi yang reversible (dapat balik) dan
dikatalisis oleh enzim 3-dehydroquinate dehydratase (EC 4.2.1.10).
Enzim 3-dehydroquinate dehydratase memiliki dua jenis strukeur
yang berbeda, yaitu tipe I yang tidak tahan panas dan terdapat pada
tanaman tingkat tinggi. Tipe II adalah enzim 3-dehydroquinate
dehydratase yang tahan panas dan terdapat pada fungi. Pembentu-
kan DHS ini merupakan titik cabang (branch point) ke shikimic acid
dan ke jalur katabolisme quinat. Apabila DHS mengalami
pengambilan satu molekul (dehidratasi), maka akan membentuk
protocathuic acid atau gallic acid, salah satu komponen dari tannin.
Tannin adalah salah satu senyawa bioaktif dari kelompok senyawa
fenolat (phenolic compounds) [16].

4). Reaksi berikutnya (keempat) adalah pengurangan
karbonil dari gugus keton dari DHS. Reaksi ini merupakan reaksi
reduksi DHS dengan melibatkan NADPH, dan enzim shikimat
dehidrogenase (SDH, EC. 1.1.1.25) menghasilkan asam shikimat.

Enzim yang berperan dalam mengkatalisis reaksi ketiga dan
keempart adalah enzim yang sama, akan tetapi memainkan dua peran
yang berbeda. Peran pertama adalah mengkatalisis pengambilan
molekul air (dehidrartasi) untuk mengubah DHQ menjadi DHS,
schingga disecbut enzim DHQ dchidratase. Peran kedua adalah
mengkatalisis reaksi reduksi DHS menjadi asam shikimat, sehingga
disebut SDH, shikimic dehidrogenase.

5). Reaksi kelima dalam SAP adalah fosforilasi shikimic acid
menggunakan enzim shikimar kinase (SK, EC.2.7.1.71) dan ATP
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menghasilkan shikimic acid 3-phosphate (S3P) dan ADP. Enzim
SK adalah enzim yang penting pada beberapa bakteri patogen, dan
tidak terdapat pada sel manusia.

6). Reaksi kelima adalah kondensasi S3P dengan PEP yang
dikaralisis oleh enzim 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase
(EPSPS, EC. 2.5.1.19) menghasilkan 5-enolpyruvylshikimate 3-
phosphate (EPSP). Pada reaksi ini juga akan dilepaskan satu
molekul fosfat organik (Pi).

Enzim EPSPS merupakan enzim dalam SAP yang sudah
dipelajari dengan mendalam karena merupakan enzim yang
berperan pada reaksi setahap sebelum tahap akhir reaksi. Apabila
enzim EPSPS ini terhambart aktivitasnya, maka tidak akan terjadi
reaksi tahap akhir yang menghasilkan chorismic acid, bahkan akan
terjadi akumulasi shikimic acid dan tdak akan terbentuk asam
amino aromatik sebagai dasar terbentuknya senyawa-senyawa
fenolat.

7). Reaksi ketujuh atau terakhir adalah pembentukan
chorismic acid dari EPSP, melalui reaksi pelepasan satu molekul
fosfat organik (Pi) pada C-3 dari EPSP. Reaksi ini dikatalisis oleh
chorismate synthase (CS, EC. 4.2.3.5), yang membutuhkan bentuk
tereduksi dari flavin mononukleotida (FMNH,). Gambaran
lengkap dari jalur biosintesis senyawa fenolat pada tanaman dan juga

fungi dapart diikuti pada Gambar 3.
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Gambar 3: Jalur asam shikimat (Shikimic Acid Pathway) scbagai
jalur biosintesis senyawa bioaktif pada tanaman dan
mikroorganisme [5]

Chorismic acid yang dihasilkan melalui SAP selanjutnya
akan mengalami transformasi menjadi asam amino aromatik L-Phe,
L-Tyr, dan L-Trp. L-Phe dan L-Tyr akan ditranformasi lebih lanjut
menjadi phenolic compounds, sedangkan L-Trp menjadi alkaloids
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