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Abstract
Aspergillus niger is pathogen fungi that can inhabit queen termite’s nest Macrotermes gilvus Hagen. 
The aims of the study were to isolate the secondary metabolite of A. niger. Extraction proccess was 
carried out by maceration, yielding methanol crude extract at 4.32%. Fractination proccess using ethyl 
acetate solvent yielded ethyl acetate fraction at 14.39%. Purification of the compounds were done 
by recrystallization using n-hexane and ethyl acetate. Two secondary metabolite compounds were 
successfully isolated from ethyl acetate fraction of the methanolic extract. Based on organoleptic 
examination, the compound signed AM-12-22-01 is 35 mg, white needle crystals, melting point 151-
153°C. While, the AM-12-60-01* is 15 mg, white needle crystals, melting point 91-93°C. Based on 
the chemical analysis, thin layer chromatography, ultraviolet and infrared spectra data, it was identified 
that AM-12-22-01 and AM-12-60-01 were a phenolic compounds.

Keywords: Aspergillus niger, in-habiting, isolation, Macrotermes gilvus Hagen.

Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder Aspergillus niger “In-Habiting”
Sarang Ratu Macrotermes gilvus Hagen

Abstrak
Aspergillus niger merupakan jamur patogen yang dapat hidup dengan sarang ratu rayap Macrotermes 
gilvus Hagen. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi senyawa metabolit sekunder A. niger. 
Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dan menghasilkan ekstrak kental metanol dengan 
rendemen 4,32%. Fraksinasi dengan menggunakan etil asetat dan menghasilkan fraksi dengan rendemen 
14,39%. Pemurnian senyawa dilakukan dengan metode rekristalisasi menggunakan n-heksan dan etil 
asetat. Dua senyawa metabolit sekunder telah berhasil diisolasi dari fraksi etil asetat ekstrak metanol. 
Berdasarkan pemeriksaan organoleptis, senyawa dengan notasi AM-12-22-01* memiliki berat 35 mg, 
berbentuk kristal jarum berwarna putih, dengan jarak leleh 151-153°C. Sementara itu, senyawa AM-
12-60-01 memiliki berat 15 mg, berbentuk kristal jarum berwarna putih, dengan jarak leleh 91-93°C. 
Hasil pemeriksaan kimia, kromatografi lapis tipis, spektroskopi ultraviolet dan inframerah disimpulkan 
bahwa senyawa AM-12-22-01 dan AM-12-60-01 merupakan golongan fenolik.

Kata kunci: Aspergillus niger, in-habiting, isolasi, Macrotermes gilvus Hagen.

*notasi AM-12-22-01 adalah kode untuk senyawa murni hasil isolasi: AM merupakan singkatan dari nama salah 
satu peneliti (Atika Melati); 12 merupakan tahun angkatan peneliti (2012); 22 merupakan halaman buku kerja 
penelitian; 01 merupakan nomor urut senyawa murni yang dihasilkan pada halaman buku kerja tersebut.
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1 Pendahuluan
Di Indonesia, bahan alam yang melimpah 

ruah membuka peluang besar untuk eksplorasi 
metabolit sekunder. Metabolit sekunder 
mempunyai peran penting bagi penghasilnya 
untuk mempertahankan diri di lingkungan 
dalam berkompetisi dengan organisme lain1. 
Fenomena eksplorasi tumbuhan sebagai 
penghasil metabolit sekunder yang dilakukan 
terus menerus dapat menyebabkan terjadi 
ketidakseimbangan ekosistem. Oleh karena 
itu, perlu adanya sumber bahan alam lain 
yang dapat dimanfaatkan. Selain tumbuhan, 
metabolit sekunder juga dapat dihasilkan oleh 
hewan dan mikroorganisme, termasuk jamur. 

Jamur yang dianggap sebagai mikroba 
infektif, diketahui merupakan penghasil 
senyawa bioaktif, seperti antibiotik, 
growth regulatoring, toksin, mutagenik, 
immunosupresan, dan efek biologi lainnya2,3. 
Aspergillus merupakan genus jamur dari 
kelas Ascomycetes dan terdiri dari sejumlah 
besar spesies yang dapat dieksplorasi untuk 
menghasilkan senyawa menarik dalam 
bioteknologi4. Salah satu spesies Aspergillus 
yang menarik untuk diteliti adalah Aspergillus 
niger.

Di alam, A. niger ditemukan di tanah, 
tempat kotor, dan tanaman yang membusuk6. 
Selain itu, A. niger juga hidup berdampingan 
dengan berbagai inang dan disebut sebagai 
jamur “In-Habiting”. Jamur A. niger telah 
diisolasi dari berbagai sumber, diantaranya 
dari jaringan kulit batang Garcinia griffithii 
dan alga laut Colpomenia sinuosa7,8. Penelitian 
oleh Alen et al., telah diisolasi jamur A. niger 
dari sarang ratu rayap Macrotermes gilvus 
Hagen9. 

M. gilvus Hagen. adalah rayap pembuat 
gundukan tanah yang tersebar di daerah 
Asia Tenggara, dari Malaysia dan Indo-
Cina hingga Indonesia (Sumatra, Jawa, 
Kalimantan, dll) dan Filipina10. Rayap jenis 
ini memiliki habitat alami di kawasan hutan 
alam dengan pengaruh suhu, kelembaban, 
dan curah hujannya relatif stabil11.

Baru-baru ini, penelitian mengenai 
rayap dan sarangnya banyak menarik 
perhatian peneliti produk alam karena 
mengandung senyawa-senyawa aktif. Isolat 

isi perut Macrotermes mischaelseni mampu 
menghasilkan senyawa yang memperlihatkan 
aktivitas antibiotika terhadap Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, dan C. freundii12. 
Rayap hidup dan berkembang biak di dalam 
sarang kokoh yang dibangun oleh rayap 
kasta pekerja dengan cara membawa butir-
butir tanah dengan mulutnya11. Kelenjar 
saliva dari rayap kasta pekerja ini secara 
otomatis berfungsi sebagai perekat sekaligus 
media bagi pertumbuhan jamur. Cairan liur 
di dalam sarang M. gilvus Hagen., adalah 
campuran hasil sekresi yang berasal dari 
kelenjar submaksilaris, sublingualis, parotis, 
dan kelenjar pipi (buccalis)13. Sementara itu, 
analisis proximate sarang ratu rayap M. gilvus 
Hagen. diketahui terdiri dari protein tinggi 
1,39 %, lemak 1,77 %, kadar abu 87,09 %, 
kadar Ca 0,411 %, dan kadar P 0,147 %14,15. 

Salah satu jenis rayap yang mempunyai 
potensi untuk diteliti ialah M. gilvus Hagen. 
Dari penelitian PKM-P 2014/ 2015 yang 
dibiayai DIKTI telah berhasil dianalisis 
kandungan metabolit primer, baik dari ratu 
maupun sarang rayap M. gilvus Hagen. Potensi 
ratu rayap M. gilvus Hagen. telah diteliti dan 
diketahui memiliki kemampuan sebagai obat 
luka bakar dan menghasilkan omega 9 yang 
dibutuhkan oleh tubuh, antihiperlipide-mia, 
dan immunemodulator. Lebih lanjut lagi, telah 
berhasil menapis empat jamur “In-Habiting” 
sarang ratu rayap M. gilvus Hagen., yaitu 
Aspergillus flavus, Mucor sp., A. niger, dan 
Cladosporium sp.16,17,18,19,20.

Dari hasil analisis kromatografi lapis 
tipis, ditemukan pola bercak menarik dari 
ekstrak metanol jamur A. niger “In-Habiting” 
sarang ratu rayap M. gilvus Hagen., dimana 
terdapat berbagai metabolit sekunder dengan 
pola-pola bercak yang cukup terpisah. Dari 
perbandingan hasil kromatografi lapis tipis, 
ditemukan pola-pola bercak berbeda yang 
terdapat pada empat ekstrak metanol jamur 
yang bersimbiosis, sehingga diketahui 
bahwa kandungan metabolit sekunder yang 
dihasilkan berbeda. Berdasarkan penelitian 
tersebut, peneliti ingin mengisolasi senyawa 
metabolit sekunder jamur A. niger “In-
Habiting” sarang ratu rayap M. gilvus 
Hagen14,15.
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2 Metode
2.1. Alat

Magnetic stirrer (Iwaki®), rotary 
evaporator (Buchi®), maserator, timbangan 
analitik, lemari pengering (oven) (Memert®), 
corong pisah, kolom kromatografi, bejana 
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) (chamber), 
plat KLT GF254 nm, lampu UV254 nm 
dan UV366 nm, spektrofotometer UV-
Vis (Shimadzu®), FT-IR (Perkin Elmer®), 
Melting point apparatus (Stuart Scientific®), 
termometer, dan peralatan laboratorium yang 
lazim.
2.2. Bahan

Isolat jamur A. niger “In-Habiting” 
sarang ratu rayap M. gilvus Hagen., Saboraud 
Dextrose Agar (SDA) (Merck, Jerman), 
akuades, etanol (Merck, Jerman), etil asetat 
(Merck, Jerman), n-heksan (Merck, Jerman), 
metanol (Merck, Jerman), natrium sulfat 
anhidrat, FeCl3, vanilin, asam sulfat pekat, 
pereaksi Dragendorff, silika Wakogel PF 60.

2.3. Prosedur
2.3.1. Pembiakan Jamur Uji

Isolat jamur A. niger dibiakkan dengan 
cara menggoreskan satu Ose isolat yang 
diambil dari stok murni pada permukaan 
media SDA di dalam cawan petri, lalu 
diinkubasi pada suhu kamar selama tiga 
minggu.
2.3.2. Maserasi Jamur A. niger

Biakan jamur A. niger diekstraksi 
dengan cara memasukkan pelarut metanol ke 
dalam cawan petri, diaduk perlahan supaya 
medium agar tidak terbawa dan dipindahkan 
ke dalam maserator. Hal ini dilakukan 
hingga spora dan hifa jamur relatif sempurna 
terpisahkan. Biakan A. niger dimaserasi 
menggunakan pelarut metanol selama 3x5 
hari. Maserat metanol diuapkan pelarutnya 
dengan rotary evaporator sampai kental 
sehingga didapatkan ekstrak kental metanol 
jamur.
2.3.3. Fraksinasi

Ekstrak kental metanol dari jamur A. 
niger dilarutkan dengan aquadest. Dilakukan 
fraksinasi di dalam corong pisah dengan 
menggunakan etil asetat dan diulang beberapa 
kali hingga larutan terlihat jernih. Fraksi etil 

asetat diuapkan pelarutnya dengan rotary 
evaporator sehingga didapatkan fraksi kental 
etil asetat.
2.3.4. Kromatografi dan Pemurnian

Fraksi kental etil asetat dilakukan 
pemisahan dengan kromatografi kolom. 
Sampel direabsorpsi dengan cara melarutkan 
sampel dengan sedikit etil asetat, kemudian 
ditambahkan silika gel hingga larutan sampel 
diserap oleh silika, lalu di vakum hingga 
terbentuk serbuk silika. Selanjutnya dilakukan 
kromatografi kolom menggunakan eluen 
n-heksan, etil asetat, dan metanol, dengan 
perbandingan yang selalu ditingkatkan 
secara bertahap (Step Gradient Polarity / 
SGP). Eluen ditampung dalam vial @ 5 mL, 
masing-masing fraksi di-KLT, spot noda yang 
mempunyai nilai Rf yang sama digabung. 
Subfraksi dimurnikan kembali menggunakan 
etil asetat sehingga dida-patkan pola noda 
tunggal sehingga diperoleh senyawa murni.

2.3.5. Identifikasi dan Karakterisasi Senyawa 
Hasil Isolasi
Identifikasi dan karakterisasi senyawa 

hasil isolasi meliputi pemeriksaan fisika, 
kimia, dan fisikokimia. Pemeriksaan 
fisika meliputi pemeriksaan organoleptis, 
pemeriksaan kelarutan, dan penentuan jarak 
leleh menggunakan melting point apparatus. 
Pemeriksaan kimia meliputi penentuan 
golongan senyawa, pemeriksaan KLT, dan 
peme-riksaan kemurnian dengan penampak 
noda lampu UV 250 nm dan UV 365 nm. 
Sementara itu, pemeriksaan sifat fisikokimia 
meliputi penentuan panjang gelombang 
maksimum melalui pengukuran spektrum 
ultraviolet dan penentuan gugus fungsi 
melalui spektrum inframerah.

3 Hasil
Hasil kultivasi jamur A. niger dapat 

dilihat pada Gambar 1. Terhadap senyawa 
murni hasil isolasi dilakukan karakterisasi 
dengan pemerikssaan fisika, kimia, KLT 
dan spekrofotometri UV-Vis dan IR. Hasil 
pemeriksaan fisika, kimia, dan KLT senyawa 
murni hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 1. 
Pemeriksaan spektrum UV-Vis dan spektrum 
IR ditunjukkan pada Gambar 2, 3, 4, dan 5.
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No Karakterisasi AM-12-22-01 AM-12-60-01

1 Pemeriksaan
fisika

Organoleptis
Kristal jarum
warna putih,
tidak berbau

Kristal jarum
warna putih,
tidak berbau

Kelarutan

Larut dalam
EtOAc dan
CHCl3, sukar
larut dalam
n-heksan &
metanol

Larut dalam
EtOAc dan
CHCl3, sukar
larut dalam
n-heksan

Jarak leleh 151-153oC 91-93oC

2 Pemeriksaan
kimia

Dragendorff - -

FeCl3 biru kehitaman biru kehitaman

Sitoborat - -

Vanilin asam
sulfat - -

3 Pemeriksaan
KLT

n-heksan:EtOAc
8:2
Rf 0,45

n-heksan:EtOAc
7:3
Rf 0,45

4 Pembahasan
Pemeriksaan pendahuluan potensi 

ekstrak jamur A. niger “In-Habiting” sarang 
ratu rayap M. gilvus Hagen. dilakukan terhadap 
beberapa mikroba uji. Dari penelitian tersebut, 
didapatkan ekstrak metanol yang aktif 
menghambat bakteri patogen Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 pada konsentrasi 10.000 
ppm23. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, 
selanjutnya dilakukan isolasi metabolit 
sekunder dari ekstrak metanol jamur A. niger 
“In-Habiting” sarang ratu rayap M. gilvus 
Hagen.

Sampel jamur dikoleksi dari perkebunan 
kelapa sawit Silaut, Pesisir Selatan, Sumatera 

Barat. Proses isolasi senyawa murni dimulai 
dengan pembuatan starter kultur untuk 
kultivasi jamur di dalam media padat yaitu 
SDA, kemudian diinkubasi pada suhu kamar 
selama 3 minggu. Pembuatan starter kultur 
ini bertujuan untuk memperoleh spora yang 
masih muda untuk menghasilkan senyawa 
metabolit yang lebih baik, sehingga pada 
tahap ini diharapkan memperoleh jamur 
dengan metabolit yang aktif21. Dari proses 
pembiakan jamur, koloni jamur A. niger 
menunjukkan adanya hifa berwarna abu-
abu dan spora berwarna hitam (Gambar 1). 
Selanjutnya proses kultivasi 168 petri A. niger 
dihasilkan jamur sebanyak 468,72 g.

Gambar 1. Koloni jamur Aspergillus niger “In-Habitting” sarang ratu rayap M. gilvus Hagen.

Tabel 1. Pemeriksaan fisika, kimia, dan kromatografi lapis tipis (KLT) senyawa murni hasil isolasi
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Setelah dilakukan ekstraksi jamur 
dari media pertumbuhan SDA, selanjutnya 
dilakukan ekstraksi senyawa metabolit 
sekunder dengan cara maserasi menggunakan 
pelarut metanol. Pemilihan metode maserasi 
dalam ekstraksi ini dikarenakan teknik 
pengerjaan dan alat-alat yang digunakan 
lebih sederhana serta dapat digunakan untuk 
mengekstraksi senyawa termolabil22. Dari 
proses ekstraksi, diperoleh ekstrak kental 
metanol sebanyak 20,2943 g (rendemen 
ekstrak 4,32% dari berat sampel).

Selanjutnya ekstrak kental tersebut 
dilakukan pemeriksaan kromatografi lapis 

tipis (KLT) untuk melihat pemisahan bercak 
dan tingkatan kepolaran senyawa metabolit 
sekunder yang terkandung didalamnya. Hasil 
KLT ekstrak metanol menggunakan eluen etil 
asetat : metanol (9:1) dan pendeteksian bercak 
di bawah sinar UV254nm, menunjukkan 
bahwa terdapat bercak atau spot pada 
ukuran Rf 0,52; 0,68; 0,78; dan 0,84; serta 
kelompok senyawa yang masih belum 
terpisah sempurna pada ukuran Rf 0-0,16. 
Berdasarkan pemeriksaan tersebut, terlihat 
empat bercak atau spot yang cukup terpisah 
yang selanjutnya senyawa akan dilanjutkan 
untuk proses fraksinasi.

Gambar 2. Spektrum UV-Vis senyawa AM-12-22-01

Gambar 3. Spektrum UV-Vis senyawa AM-12-60-01
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Ekstrak kental metanol difraksinasi 
dengan etil asetat menggunakan corong pisah. 
Berdasarkan hasil fraksinasi, didapatkan 
fraksi etil asetat sebanyak 2,92 g (rendemen 
fraksi 14,39% dari berat ekstrak). Dari 
hasil pengamatan penyebaran noda dengan 
metode kromatografi lapis tipis, fraksi etil 
asetat memperlihatkan pemisahan noda yang 
sederhana dan jelas dengan menggunakan 
eluen n-heksana : etil asetat (6:4), yang 
selanjutnya digunakan sebagai eluen untuk 
proses pemisahan senyawa. Proses pemisahan 
dilakukan menggunakan fase gerak n-heksana 
dan etil asetat dengan perbandingan yang 
selalu ditingkatkan secara bertahap atau Step 
Gradient Polarity (SGP). 

Dari proses isolasi senyawa metabolit 
sekunder dari A. niger “In-Habiting” sarang 
ratu rayap M. gilvus Hagen., diperoleh dua 
senyawa murni, yaitu senyawa dengan notasi 
AM-12-22-01 dengan berat 35 mg (rendemen 
1,19 % dari fraksi etil asetat) dan AM-12-
60-01 seberat 15 mg (rendemen 0,51 % dari 
fraksi etil asetat). Senyawa AM-12-22-01 
memberikan Rf 0,45 dengan eluen n-heksan : 
etil asetat (8:2), sedangkan senyawa AM-12-
60-01 memberikan nilai Rf 0,45 dengan eluen 
n-heksan : etil asetat (7:3). 

Pemeriksaan fisika senyawa hasil 
isolasi terdiri dari pemeriksaan organoleptis, 
kelarutan, dan jarak leleh. Secara organoleptis, 
senyawa AM-12-22-01 berbentuk kristal 
jarum, berwarna putih, dan tidak berbau 
dengan jarak leleh 151-153oC. Senyawa ini 
mudah larut dalam etil asetat dan kloroform, 
sukar larut dalam n-heksan dan metanol. 
Sementara itu, senyawa AM-12-60-01 
berbentuk kristal jarum, berwarna putih, dan 
tidak berbau dengan jarak leleh 91-93oC. 
Senyawa ini mudah larut dalam etil asetat 
dan kloroform, sukar larut dalam metanol dan 
sukar larut dalam n-heksan. Kedua senyawa 
ini relatif murni karena menunjukkan jarak 
leleh yang sempit.

Pemeriksaan kimia yang dilakukan 
menggunakan penampak noda. Dari hasil 
pemeriksaan, senyawa AM-12-22-01 dan 
AM-12-60-01 menghasilkan warna biru 
kehitaman setelah direaksikan dengan FeCl3. 
Berdasarkan hal tersebut, kedua senyawa 
hasil isolasi ini merupakan termasuk golongan 
fenolik. Kemurnian senyawa ditegaskan 
dengan Multiple Developing System, yang 
tetap menunjukkan pola KLT satu noda 
setelah dilakukan KLT berulang pada satu 
plat tersebut.

Gambar 4. Spektrum inframerah senyawa AM-12-22-01
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Dari hasil analisis data spektrofotometer 
Ultraviolet-visible (UV-Vis) senyawa AM-
12-22-01 memperlihatkan adanya serapan 
pada panjang gelombang 292,80 nm (Abs: 
0,153); 261,60 nm (Abs: 0,256); 270,60 
nm (Abs: 0,277); 261,00 nm (Abs: 0,264); 
250,80 nm (Abs: 0,249); dan 202,20 (Abs: 
0,788), hasil ditunjukkan pada Gambar 2. 
Sedangkan, untuk senyawa AM-12-60-
01 pada panjang gelombang 306,40 nm 
(Abs: 0,013); 283,00 nm (Abs: 0,053); dan 
203,80 nm (Abs: 0,729), hasil ditunjukkan 
pada Gambar 3. Berdasarkan spektrum UV-
VIS kedua senyawa menunjukkan adanya 
transisi dari π ke π* dari ikatan rangkap 
terkonjugasi yang lazimnya adalah cincin 
aromatis, karena sistem konjugasi menyerap 
cahaya pada panjang gelombang 200-400 nm 
dan kenaikan intensitas yang besar. Adanya 
sistem aromatis ini didukung oleh hasil 
analisis spektrofotometer IR dimana hasil 
analisis data spektrofotometer IR senyawa 
AM-12-22-01 menunjukkan adanya gugus 
hidroksi (OH) diindikasikan dengan  pita 
serapan pada bilangan gelombang 3402,89; 
serapan pada bilangan gelombang 2939,12 
dan 2873,83 menunjukkan adanya gugus 
metilen (regang –C-H); 1730,85 (regang 

C=O); 1451,81 (regang cincin C=C) dan 
832,63 (C-H bending) cm-1 (Gambar 4), 
serta senyawa AM-12-60-01 pada bilangan 
gelombang 3298,98 (regang O-H); 2944,05 
(regang –C-H); 1892,81 dan 1716,16 (regang 
C=O); 1535,93 dan 1452,92 (regang cincin 
C=C); dan 771, 46 (C-H bending) cm-1 
(ditunjukkan pada Gambar 5).

Dari hasil penelusuran literatur, belum 
ditemukan adanya senyawa yang memiliki 
karakteristik yang sama dengan menggunakan 
pelarut yang sama dengan kedua senyawa 
tersebut. Hal ini membutuhkan penelitian 
selanjutnya untuk melihat elusidasi kimia 
kedua senyawa tersebut.

5 Kesimpulan
Penelitian dapat disimpulkan bahwa 

diperoleh dua senyawa metabolit sekunder A. 
niger simbiotik sarang ratu M. gilvus Hagen., 
yaitu senyawa AM-12-22-01 seberat 35 mg 
(rendemen 1,19 % dari fraksi etil asetat) dan 
AM-12-60-01 seberat 15 mg (rendemen 0,51 
% dari fraksi etil asetat). Selanjutnya dari data 
pemeriksaan golongan kimia utama, senyawa 
AM-12-22-01 dan AM-12-60-01 diduga 
merupakan golongan fenolik.

Gambar 5. Spektrum inframerah senyawa AM-12-22-01
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