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Absbract

The objective of this study 15 w produce Beactive coimpongnl from Trickoderma bondngii by feonentation
pracess. The fermentation needivo waz vsed combination of ¢orn walsr extract, sucrose, calcium corbamte,
ferrosulplid, cobal chlonds, and water op to 1605, The fermentation was conducted a1 pH 7.0, agitation
LED rpen, lemperature 20-25°C for 8 dayvs, Activity of metabolite that produced wis determinuted toward
Solerciinn rolfsi overy 24 hours period during the fermentalion process. Product of [ernmentation was
extricted by liguid-Iiquid exteaction method using chilorofonn, wethyl acetate, n-butinol, and waler
respectively. Each Teaction with congentration 0,15 0.5 and 1.0% wiv were detennined toward 8 roli5H.
Besolt showed that the opramaos tme of Termentation oeourred al 72 hours. The medium that produce
higlwst sctivity 5 miediom=-A content of corn witler extrast 3%, sucrose 3%, calcivin carbonate 0.5%,
ferrosulphate O.0% and water up w0 1009 The n-butanagl mction relfeal the lighest activity towand &
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Pendatuliean

Pemerintah  [ndonesia melalui Badan  Pengkajian
dan Penerapan Tekmatogi (BPPT) felah mencananghkan
bahwa bicteknologi merupakan salah saty program
unggulan dalam bidang riset dan tekncloz di masa
mendatang (BEPT, 19853). Denpan demikian, usaba
menemukan fungisida bame danm alam, teruamo
vang dibasiikan oleh mikroorganisme menepakan
riset bidang biotcknolopi yong mempunvai prospek
cerah wntuk dikembangkan di Indonesin (Akmal,
1986a).

Usaha  penemuan  fungisida  alzmiah  sampas
sckacang terus dilakukan dengan memanfaatkan
teknologi  fermentasi mengeenakan  mikreba
penghasil yang  telah  terbukti depat menekan
seranpan hama penvakit ferfentu pada tanaman,
Denpan cara  fermentasi mikroba terschut dapat
diinduksi  periumbuhannya agar  menghasilkan
metabalit sekunder dalom jumlah besar, kemudian
ditsolasi dan dikarakterisast sebapai bahan baku
fungisida alamiabk (Akmal, 1996h; Akmal, 1996;
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Imezawa, 1982} Penpgunaan fungsida  alamial
mempunyal  banyak  keuntunpgan  dibandingkan
dengan fingisida sintetis, antara lain @ lebih selekuf]
mudah terurnl, konsentrasi rendah dan tdak toksis
pads manusia ataepun ngkungan (Habazar, 1993).

TFrichoderma komingdi merupakan salah satu jamur
vang dapat menghasilkan senyaws bioaktit merupa
metabolit sekunder vang  bersifat antibiosis  dan
telah terbukti efcktf menghambat  periumbuban
patogen tanaman T kowinedd secara fr-witko dan in-
planta (Akmal, 19962, Mario, 1995, Elad e
al L9800, Sedangkan T kowimgid adalah patosen
tenaman penyebab penyakit busuk pangkal batang
pada  beherapa tanaman  budidava  vang  telah
menyebabkan kérugian yang sangal besar bag
petant selamz imi. Pada tanaman Cabac  dapat
menyehabkan  kehilangan  hasil  hingpa 42%
(Habazar, er @l 1996}, pada tanaman kacang hijau
dapat mencapat T0% dan pada tanaman kacang
tanah mencapai 80% (Ayvup, 1991},

Kendala wang ditemuer  hila mengpunakan T
koningdl ini schagal agen bickontral serangan N
Folfzil secara besar-besaran adalah dosis aplikasinya
vang terlaty tinee sehingea menimbulkan keengranan
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para potani menggunakannya, karena membutuhkan
pekerjoan tambahan dan makan wakio vang lama,
Misalnva dalam bentuk substrat sekam/dedak padi
divutulikan 7 kemingi! schanyak 9,4 towha, dan bila
dalam  bentuk  peller  dibuwhkan 4.2 tondin
(Habazar, et al,, 1996). Jadi walaupun pengounadn
T kosingit sebapai agen pengendali hayati penyakit
busuk pangkal batang tanaman  cukup efektaf,
namun masih korang ebsien sehingga perlu dicari
cara lain yang lebih sederbana dan mudah dalam
PEAZEUNAANNYA.

Untuk itu, pada penelitian ini dicoba melakukan
pendekatan lain yang  belum pernal dilaporkan
sebelumnya, yaity memproduksi senyawa bioaktif
dari T bomngil secara fermentasi penuh  di
laboratorium,  Senyawa  bicaktl vang terbentuk
dapat dikembangkan dan diformulasi lebih lanjut
scbapai balan baku fungisida untuk memberantas
penyakit busuk pangkal batang tanaman budidaya

petode Pepelitian

Peremafoon Jamnr T, koningii

lsolnt mumi jamur 7. koningd yang digonakan
diperaleh dari kolekst Laboratorium Flama  dan
Penyakit Tumbuban, Fakultas Pertanian, Universitas
Andalas, Fadang, Isolat ini dipindabkan ke dalam
cawan Petrd dan agar meeing bensi meduun Potato
Dextrose Agar (PDA) dan diinkubasi pada subu 25-
30°C selama 5 hari, Mikroba hasil peremajaan i
digunakan untok aktifasi dan pembuatan starter
fermentasi.

Aktifisi Pertwmbrhan T, koningli uniuk Starier

Jmur T, konimgdi diakofasi pertumbuhannya dalam
median cair vang mengandung  Ekstrak  Kentang
3.0%: Pali Beras 2,5%; Kalsivm Karbonat 0,1%;
Ajr Suling 100%, Aktifasi dilakuken dalam labu
erlenmever volume 250 ml dan diinkubasi selama 3
hari pada subu 25-30°C. Selama inkubasi pengocokan
dilakukan denpan bantuan reterp-shaker. Mikroba
penghasil hasil aktifasi ini, akan digunakan schagai
starier pada prozes fermentasi sclanjutnya.

I &pins Tak, Far., 7(1], 200

Fereniuan kondlsi optiean prases fermenios
¥, koningil

Digunakan variasi komposisi mediem fermentass
sebogai berikut ;@ Media-1 0 Al rendaman jagung
3.0%: Sukrosa 3,0%; Kalsiun Farbonat 0,3%;
Ferea Sulfat 0,1%; Air suling hinpga 100%. Media-
2 ¢ Air rendaman jagung 3.0%; Sukrosa 3,0%;
Kalsium Karbonat 0,3%; Ferro Sulfat 0,19;
Senp Sulfat 0,01%; Kabal Klonda 0,01%; Aar
suling hingga 100%. Fermentasi dilakukan dalam
labu erlenmever 250 ml dan 300 ml Starter dibuat
dengant  komsentrasi 3% dari volume  total
Penpocokan  dengan  shaker  dengan kecepatan
pengocokan 180 rpm, pH larutan formentast diatur
sedemikian  rupa  schingga  letap 740, Waktuy
fermentasi dilakukan sampai 3 hard {120 jam).
Sctiap rentang  waktu 24 jam selama proses
fermentasi berlangsung, dismbil cuplikan scbanyak
2 ml dengan tabung Eppendord sterl dan cairan
fermentasi, Cairan ini dipusingkan dengan kecepatan
10,000 rpm dan filtratya divgi aktifitasnva terhadap
hambatan pertumbulan 8 reld scearn fe-viing
dalam eawan  petri. Sedangkan  masa sclnya
dikeringkan dalam oven suln 100°C dan ditimbang
sebagai berat biomassa (Stanburry, 1984).

Pemisahan don Fraksinasi Senyawa Bioakif Hasil
Fermeanass

Mulo-mula dilakukan fermentasi ulang T koningi
dengan voleme 1 Jiter, menpmunakan  kondisi
pptimum yang telah diperoleh pada  percobaan
scbelumnya.  Fermentasi  dihentikan  pada  saat
kondisi optimum  fermentasi tercapai. 3¢l dan
filtratnya dipisahkan dengan bantwan penyaringan
atau pemwsingan (Misbet, 1982), Filrat dikocok
kuat dan diekstraksi berturut-turut dengan pelanit
orpanik  kloroform, etil asctat  dan  a-butanol.
Masing-masing dickstrakss dengan volume pelans
300 ml dengan tiga kali pengulangan. Masing-
masing fraksi senyewa bicaktif, dipekatkan desgan
bantuan wacwmm evaporater. Diperolch & macam
serbubk senvawa bicaktf basil fraksinast yaiue
fraksi kloroform, fraksi ctil asetar, fraksi n-butanc
don fraksi air (froksi sisa), Ke cmpat senyawa i
dipakai untuk pengujian aktifitas selanjulnya dalam
menentukan fraksi mana yang paling akuf techadap
&, rolfsii Sacc.
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Fengufian Aksifitay Senpewa Bioakif Hasi!
Fraksinasi Perhadap Hambaian Pertumbuhon
8. ralfsil Soce

Pengujian dilakukan secara /n-vitre menpgunakan
ke empat sesvawa  hasil fraksinasi vang  telah
diperolch  dari  percobaan-d,  Sebagai  medm
pembenihan digunakon PDA, Konsentrasi Jarutan
uji dibuat dengan beberapa variasi konsentrasi
dengan air suling steril. Jamur 5 podf5i0 sebogad
mikroba uji ditanamkan pada media-agar dalam
cawan petri. Ke dalam masing-masing larutan uji
dicelopkan kertas eakram steril, kemudian diletakan
di atas  permukaon  median agar yang  telab
dunokufasikan dengan 8 rodGii. Inkubasi dilakukan
pada suhu 23-30"C selama 3 han (Arcet, 1971),
Setelal masa imkubasi, dizmati aktifitas hambatan
peclumbuhan S eodfiy vane terbentuk dan divkur
diameternya dengan bantuan jangka sorong, Dari
percobaan ini akan diketalm, dan ke empaot
sertyawa uji, fraks: mana vang membertkan alktifitas
tertingei dalum menghambat pertumbolan & eodir.

Arediniy Deata

Data vang diperaleh ditabulasikan dan dibuat profl
aktifitas yang dihasilkan pada berbagal wakiu
sampling dan pada berbagai konsentrasi larutan wji
hasil Fraksinast.

Flasil dan Pembahasan

Yamur T koninglh yang berpatenst menghasilkan
senvawn  melabolit  sckunder wang akaif
menghambat pertumbuhan 5 redfd Sacc., sebelum
digunakan  diremajakan terlebih dalwlu  dalam
media agar mining PDA, kemudian bame dizkdifas
dalam mediem cair vang berpuna sebapar stasmer
(inokulum), Schagai media  cair untuk  starter
digunakan ekstrak kentang, pat: terlarut dan kalsium
karbonat. Tujuannya adalah wntuk  mendapatkan
atarter vang akif pertumbuhannya bila dipindahklan
ke medivim fermentasi. Pada proses formentasi vang
dilakukan digunakan jumlah starter sebanvak 10%
dant wvolume total medivm, Hal ini merupakan
jumlah  techaik  vang  dilaporkan pada proses
fermentasi antibiatika lasnva (Wibowa, 1993).

1, Bains Tek. Far., 717, 2002

Sebagai media fermentasi digunakan  komposisi
vang mengandung aic rendaman japune, sukrosa
dan  beberapa  logam  mineral  seperti kalsium
karbonat, ferrosulfat, magensivm  klonida, seng
sulfat dan  kobal klorida. Kompesisi  media
fermrientasi ini sangat berpengaruh terhadap jumlah
produk metabolit yang dihasilkan (Akmal, 1993),
Pada pereobaan ini, pengocokan (agitasi) dilakukan
dengan bantuan rorary shaker dengan kecopatan
L80 rpm dan inkubasi pada suhu 25-30"C. Hasil
percobeom menunjukkan bahwa kedua  komposisi
media (Media A dan B) menghasilkan produk
metabalit  sekunder  vang  aktif  terhadap
pertumbuhan 5 rolfili Sacc. Dari kedua media
fermentasi ini, temyatn media A menghasilkan
aktifitas antibiotika yang lebih batk dibandingkan
dengan media B (Gambar 1 dan 2). Hal ini dapat
dilibat  dari besamya  diameter  hambatan
pertumbuban 5 relfe Sace, Yang diperlibatkan.
Aktivitaz tertingei dicapai setelah 72 jam fermentasi
dengan dinmeter hambatan pertumbulian schesar 80
enfl0.  Dari percobaan ind juga diketahui bahwa
termyata penambahan logam seag sulfat dan kobal
kloride masing-masing sebanmyak 01% (media B)
tidak meningkatkan produk antibiotikanya.

Cizsneter Dacmh Hamtatan
{Emt1 0}

2. B3 120 44
Waklu Sampling (jam)

Gambar 1. Profil  Akiifitas Antibiotika  yang
Dihasilkan  selarma  Fermentasi 7
koripgli Mengpunakan  Media
Fermentast A

Dari data di atas diketahui bahwa wakto optimum
fermentasi dicapai pada hart ke-3 (72 jam), baik
menggunakan media A atsupun media B, Kondisi
optimum  fermentasi  tersebut  digunakan  untuk
fermentass ulang metabelit sekunder 7% boningif
menegunzkan medip twerbatk {medin A Fermentas:
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ulane dilakukan dengan jumlab vang lebih banyak
untuk  mendapatkan metaboliv yong lebth besar,
uniuk diteliti lebils lanjut.

fEmiid)

Cusmednr Oosrab Hambatan

24 44 12 5 120 144 EE
Wakty Sampling (Jam)

Gambar 2. Profil Aktifias  Antibiotika  yang
Dikazilkan  selama Fermentasi T
Goningsi  Mengpunakan  Media
Fermentasi-B

J. fains Teke Far, 7{13, 20032

Cairan hasil fermentasi digaring watuk memisthkan
scl-sel mikeobanya, Kemudian filtrat yang terbentuk
diisclas: dan difraksinasi dengan beberapa pelamul
vang berbueda tingkat kepolarannya, vaitu n-bulanol,
kloroform, etl asctat dan adr (sisa) (Geambar 3).
Eketraksi difakukan denpan wkimk ckstraks) caie-
cair (ECCY menpounakan coreng pisah, Masimge-
masing fraksi dipekatkan dan divapkan pelarutnya
dengan bantuan rasary evaporater pada suhu tidak
lckih dari 40°C. Pemizghan berdasarkan teknik
chstraksi cair-cair ini paling banyak  digunakan
dalam berbagai proses isclasi dari bahan alam
ataupun dari preduk fermentasi. Prinsipnya yaitu
berdasarkan kelarutan zat yang akan diisclas: dan
berbagal pelarut vang berbeda tingkat kepalarannya
Secara teorifis, senyawa yang bersifat polar akan
larut ke dalam pelamt yang juga bersifat palar,
begity juga sebaliknva senyowa yang berisfat non-
polar juga akan lanet ke dalam pelarut yang hersifat
non-palar juga.

Cairan Fermentasi
Trichodermea oringil

Filtrat Disari dengan Cara
Ekstraks: Cair-Cair denpan
M-butanal, Kloreform, E0l Aselal
dan Adr

Fraks

Fraksi |
Kloroform

M-butanal l

Frakst Air
{Fraksi Sisa)

Fraksi
Etil asetat

Masing-masing Frakst Dipekatkan dengan
Rotary Vacum Evaporator

Ui Aktifitas Terhadap
T, kownfugid

Gambar 3. Skema lsolasi dan Fraksinasi Cairan Hasil Fermentast 7. kongingit

.E
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Untuk pengujian aktifitas antibiosis teshadap T
koringli, masing-masing fraksi dibual 3 macam
konsentrasi lamutan uji dengan air suling, vaito 1%
(héh), 0,5% (b/b) dan 0,1% (b/k), Temyata ke empat
fraksi senyavwa metabalit memperlihatkan akgifisas
menghambat periumbuhan S eodfin (Gambar ).
Diart keempat fraksi terscbut, terlibat balwa frakst
n-butanel memperlibatkan  akzifitas tertingel  dan
fraksi air (sisa) memperlibatkan aktifitas (erendah.

I Bains T, Far , 710 2002

Hasil ini memmjukkan  babwa  senvawa  yang
terdapit dalam carran fermentasi tersebut terdin dar
beberapa  komponen  yang  berkhasial  sebagai
antibicsss vang mampu menghambat pertumbulian
& redfii Diperkirakan kelantannys lebih besar
delam pelarut n-butenal sehingga aktifitasnyapun
lebih  besar dibandingkan  demgan ketign  fraksi

lainnya.
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Gambar 4. Akuifitas Senyawa Hasil Fraksinasi Cairan Fermentasi T kesingif terhadap pertumbuban 5 rolfsii

Baee.

Penglitian ini merupaken inhapan dalam  upaya
mencari bahan akeif fanpesida alami. Penelition ind
masith perlo dilanjutkan yoitn karakterizasi dan
wentifikasi metabalic sekunder vane dibasitkan aleh
T, komingil. Pada tabap int fermentasi perlo divlang;
untuk  mendapatkan  metabelit  vang  jumlahnys
relatsf banwvak untuk dopat dianalisiz selamutnya,
antara lain pemisahan dengan kromatografi lapisan
tipis  preparatif,  purifikasi  dan  penentuanb
spekiroskopn untuk elusidast struktuenye. Kemudian
juea perlu ditelitt. pengrunaan senyawa  bioaktit

tersebul  langsung  pada  tanaman uji  {in-plonia)
sehinpea dapat diketahul desis efsdif pengeunaannyva.
Aplikasineg dapat diberikan dalam bentuk tabletr atau
pelet sehingga dosis pemakaimnnyva dapat dikontral
dengan lebih tepat.

Kesimpulin dan Saran
Waktu optimum produksi metabolit sckunder dari

T koningli mengpunakan  media  cair  dengan

[
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kompesisi aic rendaman jagung 3%, sukrosa 3%,
kalsium karbonat ©0,5%, forrosulfat 0,1% dan air
suling hingpa 100%, adalah 3 hari (T2 jam) setelah
serekulturan, pada suhy 25-30°C dan kecepatan
penpocokan 180 rpm. Hasil pengujian aktificas
metabolit sckunder vang terbentuk, moemperliiiatkan
bahwa semua senyawa hosil fraksinasi (n-butanel,
klorofonm, etl asetat dan air) mempunytai aktifitas
amtihiosis terhadap pertumbuhan T2 konikgli secara
meviten,  Altifitas  tertinggi  diperlibatkan - oleh
senvawa dari fraksi nebutanol dan terendah dan
fraks: air (fraksi sisa).

Disarankan untuk melanjutkan peaelitian i ke thap
selamutnys,  yaitu  karakterisasi  dan  identifikasi
senviwa metabalit sekunder yang dihasilkan olch T
Lowingif, schinggn  dapat  digonakan  lebih Loyt
sebagai balan bicaktif funpisida alaml.
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