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ABSTRACT

THE ENDOSYMBIONTS FUNGI EXTRACT ISOLATED FROM LEAF
MANGROVE OF Avicennia sp. AND THEIR POTENTIAL ACTIVITY
AS AN ANTIBACTERIA AGAINST Salmonella thypi (Theobald Smith,

1885)

By

AFRISYAHNIA PUTRI

Typhoid fever is infectious disease caused by Salmonella typhi bacteria dan still
as health problem in developing countries. In previous research, it was stated that
Salmonella typhi bacteria were resistant to several antibiotics. Various methods
had been used to obtain new antimicrobial compounds, one of them utilize endo-
symbiont fungi that were symbiotic in leaf tissue mangrove Avicennia sp. This
study aimed to obtain endosymbiont fungi isolated from Avicennia sp. dan get ex-
tracts of endosymbiont fungi which had inhibitory activity against Salmonella ty-
phi. The samples of endosymbiont fungi used were from Avicennia alba leaf dan
extracted using maceration method with ethyl acetate as solvent. Kirby Bauer disc
paper method was used to test the inhibitory activity. The results of the study ob-
taned 12 isolated of endosymbiont fungi, dan five endosymbionts of them had the
potential to inhibit Salmonella thypi, namely WB-D02M, WB-D05P, WB-DO0G6P,
PJ-DO1L dan PJ-DO2P isolated.
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ABSTRAK
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Avicennia sp. DI PERAIRAN LAMPUNG SEBAGAI ANTIBAKTERI
TERHADAP BAKTERI Salmonella thypi (Theobald Smith, 1885)
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Demam tifoid merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh bakteri Salmo-
nella thypi dan masih menjadi masalah kesehatan di negara berkembang. Pada
penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa bakteri Salmonella typhi resisten ter-
hadap beberapa antibiotik. Bermacam cara telah dilakukan untuk mendapatkan
senyawa antibitok baru, salah satunya dengan memanfaatkan jamur endosimbion
yang bersimbiosis pada jaringan daun mangrove Avicennia sp. Penelitian ini ber-
tujuan untuk mendapatkan isolat jamur endosimbion dari daun Avicennia sp. dan
memperoleh ekstrak isolat jamur endosimbion daun mangrove Avicennia sp. yang
memiliki aktivitas penghambat terhadap Salmonella thypi. Sampel jamur endo-
simbion yang digunakan berasal dari daun Avicennia alba dan diekstraksi meng-
gunakan metode maserasi dengan pelarut etil asetat. Metode kertas cakram Kirby
Bauer digunakan untuk uji aktivitas daya hambat. Hasil penelitian diperoleh 12
isolat jamur endosimbion, di antaranya terdapat lima jamur endosimbion potensial
yang memiliki kemampuan daya hambat terhadap bakteri Salmonella thypi, yaitu
isolat WB-D02M, WB-DO05P, WB-DO06P, PJ-D01L, dan PJ-D02P.

Kata kunci: Avicennia sp., ekstrak, jamur endosimbion, Salmonella thypi.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Hutan mangrove merupakan salah satu sumber daya alam yang potensial di Indo-
nesia. Terletak pada daerah pasang surut wilayah pesisir, pantai dan pulau-pulau
kecil. Hutan mangrove memiliki nilai ekonomis dan ekologis tinggi. Fungsi hutan
mangrove secara ekonomi di antaranya sebagai penyedia kayu, daun sebagai ba-
han baku obat-obatan. Fungsi ekologis hutan mangrove sebagai penyedian nutrien
ba-gi biota perairan, tempat pemijahan dan asuhan bagi berbagai macam biota, pe-
nahan abrasi, amukan angin topan dan tsunami, penyerapan limbah serta pence-
gah intrusi air laut (Halidah, 2014).

Jenis mangrove yang cukup banyak tersebar di Indonesia adalah genus Avicennia.
Mangrove Avicennia sp. telah lama dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Hampir
seluruh bagian dari tubuh Avicennia sp. memiliki kdanungan senyawa bioaktif be-
rupa saponin, alkaloid, tanin, flavonoid, triterpenoid, fenolik dan glikosida dapat
dimanfaatkan sebagai antibiotik, antiradang, antimikroba, dan sitotoksik (Dar-
minto et al ., 2009). Beberapa ilmuwan menyatakan bahwa, bioaktivitas yang ter-
dapat dalam bagian-bagian tumbuhan mangrove tidak selalu berasal dari tumbuh-
an mangrove tersebut, namun dapat berasal dari organisme lain yang hidup pada
bagian tubuh mangrove dan organisme ini mampu mensintesis senyawa bioaktif
yang bersifat sebagai antibakteri, contohnya seperti mikroba endosimbion (Li-
wang, 2014).

Mikroba endosimbion dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang potensial untuk

dikembangkan menjadi obat karena mikroba merupakan organisme yang mudah



ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang pendek dan dapat menghasilkan senya-
wa bioaktif dalam jumlah besar dengan metode fermentasi. Mikroba endosimbion
yang paling umum ditemukan yaitu jamur (Strobel et al., 2005). Jamur endosim-
bion yang hidup pada jaringan tumbuhan mampu menghasilkan senyawa yang
memiliki khasiat sama dengan tumbuhan inangnya, walaupun jenis senyawanya
dapat berbeda (Strobel et al., 2004). Peran mikroba endosimbion memproduksi
metabolit sekunder sama kualitasnya dengan tanaman aslinya sehingga sangat
potensial untuk terus dikembangkan guna memperoleh metabolit sekunder yang

dapat digunakan untuk mengobati berbagai jenis penyakit (Radji, 2005).

Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan dari mikroba endosimbion diharap-
kan mampu menghasilkan senyawa yang bersifat sebagai antibakteri. Antibakteri
dapat diartikan sebagai bahan yang mampu menghambat pertumbuhan dan meta-
bolisme mikroba. Tujuan utama dihasilkannya senyawa antibakteri adalah agar
dapat mengendalikan mikroorganisme yang bersifat patogen sehingga dapat men-
cegah penyebaran penyakit dan infeksi (Pelczar dan Chan, 2005), contohnya se-
perti bakteri Salmonella thypi. Bakteri patogen Salmonella typhi merupakan bak-
teri penyebab demam tifoid, yaitu suatu penyakit infeksi sistemik dengan gambar-
an demam yang berlangsung lama, adanya bakteremia disertai inflamasi yang da-
pat merusak usus dan organ-organ hati. Demam tifoid merupakan penyakit menu-
lar yang tersebar di seluruh dunia, dan sampai sekarang masih menjadi masalah

kesehatan terbesar d inegara sedang berkembang dan beriklim tropis (Cita, 2011).

Di Indonesia, demam tifoid tidak dijumpai secara endemis namun sering dijumpai
pada kota-kota besar. Kejadian kasus tifoid pada pria dan wanita tidak memiliki
perbedaan yang berarti, namun angka kejadian tertinggi ditemukan pada usia re-
maja. Data terbaru dari WHO (World Health Organisation), diperkirakan bahwa
setiap tahun diseluruh dunia terdapat antara 11-21 juta kasus demam tifoid dengan
insiden kematian sebanyak 128.000 hingga 161.000 (WHO, 2018). Menurut Har-
toyo et al. (2016) antibiotik golongan siprofloksasin, sefiksim dan azitromisin
masih tergolong sensitif untuk kuman Salmonella typhi sebesar lebih dari 75%,

anti-biotik kotrimoksasol, asam nalidiksat tergolong sensitif menengah tingkat



sensitivitas lebih dari 60%, sedangkan antibiotik golongan ampisilin, amoksilin,
dan kloramfenikol terjadi resisten.

Dengan adanya permasalahan yang timbul mengenai resistensi bakteri Salmonella
thypi terhadap antibiotik tersebut dibutuhkan sumber antibiotik baru yang lebih
efektif dalam mengatasi permasalahan tersebut, seperti dengan memanfaatkan ja-
mur endosimbion dari daun mangrove Avicennia sp. sebagai sumber bahan anti-
biotik baru. Daun mangrove dipilih karena merupakan bagian yang paling banyak
dimanfaatkan sebagai obat-obatan tradisional (Rosyada et al., 2018). Mangrove
mengandung senyawa-senyawa bioaktif yang bersifat sebagai antiba teri atau anti-
mikroba (lbrahim et al., 2019). Menurut Nagababu dan Rao (2012) ekstrak daun
Avicennia alba mengandung senyawa karbohidrat, tanin, steroid, terpenoid, sapo-
nin, flavanoid, alkaloid. Ekstrak daun Avicennia alba terdeteksi memiliki daya
hambat pada bakteri Salmonella enterica dan Erwina hebicola (Nagababu dan
Rao (2012), Das (2020)). Berdasarkan uraian tersebut, maka perlu dilakukan suatu
penelitian terhadap jamur endosimbion dari daun mangrove Avicennia sp. yang
berpotensi besar menghasilkan senyawa bioaktif yang mampu menghambat per-
tumbuhan bakteri Salmonella thypi.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mendapatkan isolat jamur endosimbion dari daun mangrove Avicennia sp.
2. Memperoleh ekstrak isolat jamur endosimbion daun Avicennia sp. yang me-

miliki aktivitas penghambat terhadap bakteri Salmonella thypi.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian yaitu diperoleh informasi mengenai potensi antibakteri ekstrak
jamur endosimbion daun Avicennia sp. di Perairan Lampung terhadap bakteri Sal-

monella thypi.



1.4 Kerangka Pikir

Penyakit demam tifoid merupakan penyakit yang disebabkan oleh bakteri Salmo-
nella typhi umum ditemukan di negara beriklim tropis seperti di Indonesia. Dalam
penanganannya penyakit ini dapat diatasi dengan pemberian antibiotik. Namun se-
iring dengan perkembangan dan penggunaannya, antibiotik diketahui dapat me-
nyebabkan masalah baru yaitu munculnya resistensi yang disebabkan oleh peng-
gunaan yang berlebihan serta perubahan virulensi bakteri terhadap antibakteri
(Rahman, 2019). Adanya resistensi menjadi alasan dilakukannya pencarian se-

nyawa bioaktif baru untuk di-jadikan sebagai bahan obat.

Jamur endosimbion memiliki kemampuan memproduksi senyawa bioaktif yang
sama dengan tanaman inangnya (Noverita dan Sinaga, 2009). Menurut Tan dan
Zou (2000), mikroba endosimbion memiliki kelebihan sebagai sumber senyawa
bioaktif, karena mudah ditumbuhkan, memiliki siklus hidup pendek dan mampu
menghasilkan senyawa bioaktif dengan metode fermentasi. Jamur endosimbion
dari daun mangrove Avicennia sp. dapat dimanfaatkan untuk menemukan senya-
wa bioaktif baru yang berpotensi sebagai produk alternatif pengganti antibiotik

komersil terhadap bakteri Salmonella typhi.

( Daun mangrove ) Isolasi jamur endosimbion dari
— ) :
Avicennia sp. daun mangrove Avicennia sp.
A\ 4
Skrining uji daya hambat | Pemurnian isolat
terhadap Salmonella thypi jamur endosimbion

Kandidat isolat Ekstraksi isolat
jamur endosimbion jamur endosimbion

s N A 4
Ekstrak isolat jamur endosimbion Uji daya hambat II
yang dapat menghambat <+—— terhadap Salmonella thypi
bakteri Salmonella thypi
. J

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mangrove Avicennia sp.

Mangrove adalah tumbuhan halofit yang hidup sepanjang areal pantai yang dipe-
ngaruhi oleh pasang tertinggi sampai daerah mendekati ketinggian rata-rata air la-
ut yang tumbuh di daerah tropis dan subtropis. Dengan demikian secara ringkas
hutan mangrove dapat didefinisikan sebagai suatu tipe hutan yang tumbuh di dae-
rah pasang surut (terutama di pantai yang terlindung, laguna, muara sungai) yang
tergenang pada saat pasang dan bebas dari genangan pada saat surut yang komu-
nitas tumbuhannya bertoleransi terhadap garam (Aksornkoae, 1993).

Avicennia merupakan marga yang memiliki kemampuan toleransi terhadap Kisar-
an salinitas yang luas dibdaningkan jenis lainnya. Avicennia mampu tumbuh de-
ngan baik pada salinitas yang mendekati tawar sampai dengan 90% (Rusila et al.,
2006). Contoh spesies dari genus Avicennia yang sering dijumpai di Indonesia di-
antaranya Avicennia officinalis, Avicennia alba, Avicennia lanata, Avicenia ma-
rina (Kitamura et al., 1997).

Avicennia sp. mempunyai toleransi yang tinggi pada salinitas air laut dari yang
rendah sampai yang tinggi 30 ppt Avicennia sp. memiliki beberapa ciri, antara lain
memiliki akar napas yakni akar percabangan yang tumbuh dengan jarak ter-atur
secara vertikal dari akar horizontal yang terbenam di dalam tanah. Buah ber-
bentuk bulir seperti mangga, ujung buah tumpul, daun berbentuk elips dengan
ujung tumpul dan panjang, permukaan atas daun berwarna hijau mengkilat dan

permukaan bawah berwarna hijau abu-abu dan suram (Halidah, 2014).



2.2 Potensi Senyawa Bioaktif Mangrove

Pemanfaatan berbagai jenis tumbuhan mangrove (terutama jenis pohon dari genus
Rhizophora, Bruguiera, Avicennia dan Sonneratia) secara tradisional oleh masya-
rakat pesisir di Indonesia telah lama berlangsung sejak beberapa abad yang lalu.
Pemanfaatan secara tradisional dari berbagai jenis tumbuhan mangrove tersebut
merupakan pemanfaatan tingkat awal dari sumberdaya mangrove berdasarkan pe-
ngetahuan lokal masyarakat yang sampai saat ini tidak terdokumentasikan secara
baik. Khusus untuk jenis api-api (Avicennia spp.), masyarakat pesisir di Indonesia

sudah sejak lama memanfaatkannya secara tradisional untuk memenuhi kebutuhan

pangan seperti obat-obatan, kayu bakar, konstruksi bangunan rumah dan pakan
ternak (Kusmana et al., 2009).

Tabel 1. Potensi khasiat medis pada beberapa mangrove di Indonesia

Nama Latin

Khasiat

Acanthus ilicifolious

Avicennia alba
Avicennia marina
Avicennia offinalis

Bruguiera cylindrical

Bruguiera exaristata
Bruguiera gymnorrhiza
Ceriops tagal
Hisbiscus tiliaceus

Ipomoea pes-capre
Lumnitzera racesmosa

Pluchea indica

Rhizophora apiculata

Rhizophora mucronata

Perangsang libido, asma, diabetes, diuretic,
hepatitis, leprosy, neuralgia, cacing gelang,
rematik, penyakit kulit, tumor, borok

Rematik, cacar borok

Aphrodiasiac, diuretic, hepatitis, leprosy
Hepatitis, antitumor

Sakit mata

Menahan pendarahan

Infeksi telinga

Sengatan ubur-ubur

Anti fertilitas, asma, diapetes, patukan ular
Asma, diabetes, kusta, rematik, patukan ular
Demam, borok, rematik, kudis, sinusitis

Anti muntah, antiseptik, diare, haemostatic,
hepatitis, menghentikan pendarahan, typhoid

Beri-beri, febrifuge, haematoma, hepatitis, borok

Bengkak, keseleo

Sumber: (Purnobasuki, 2004):



Pada beberapa penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa mangrove Avicennia
sp. mengadung senyawa bioaktif. Menurut Alhaddad et al. (2019) berdasarkan uji
fitokimia, ekstrak daun Avicennia sp. memiliki kandungan senyawa bioaktif yang
terdiri dari senyawa steroid, triterpenoid, flavonoid, alkaloid dan polifenol. Hasil
analisis senyawa aktif pada ekstrak daun Avicennia marina teridentifikasi senya-
wa 1,2 propadiene, naftalen, dimetil tetrametil suksinat, lucidol, isofilokladen, di-
oxepane (Wibowo et al., 2009). Ekstrak daun etil asetat dari mangrove Avicennia
alba berdasarkan hasil uji fito-kimia ekstrak daun Avicennia alba mengandung
senyawa metabolit sekunder saponin, tannin/fenol, steroid/triterpenoid (Rahma-
nia et al., 2018).

2.3 Potensi Jamur Endosimbion Mangrove sebagai Antibakteri

Endosimbion adalah organisme yang hidup dalam tumbuhan memiliki fungsi un-
tuk mempertahankan eksistensi dari inang supaya dapat bertahan hidup dan mem-
pertahankan diri dari organisme patogen dan predator utama. Endosimbion dapat
berupa jamur, bakteri dan alga mikro (Bara et al., 2015). Jamur endosimbion ada-
lah salah satu mikroba penghasil senyawa bioaktif yang tumbuh dalam jaringan
tumbuhan (inang) terutama di bagian akar, batang dan daun. Jamur endosimbion
dapat menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif dan metabolit sekunder yang sama
dengan inangnya. Hal ini diduga karena jamur endosimbion mengalami koevolusi

transfer genetik dari inangnya (Hasiani et al., 2015).

Jamur endosimbion dapat menghasilkan metabolit sekunder sesuai dengan ta-
naman inangnya, merupakan peluang untuk dimanfaatkan sebagai antibakteri
(Radji, 2005). Metabolit sekunder sendiri merupakan senyawa organik yang di-
sintesis oleh makhluk hidup seperti tumbuhan yang dimanfaatkan untuk menun-
jang kehidupannya seperti mempertahankan diri dari kondisi lingkungan yang
kurang menguntungkan. Metabolit sekunder termasuk senyawa metabolit tidak
esensial yang terdiri dari golongan senyawa utama terpenoid, fenil propanoid,
poliketida, dan alkaloid (Saifudin, 2014).



Strobel dan Daisy (2003) menyebutkan bahwa ada beberapa ketentuan dalam

penentuan tumbuhan untuk isolasi fungi endofit dinantaranya adalah:

1. Tumbuhan berasal dari lingkungan yang unik, terutama tumbuhan yang hidup
dalam kondisi biologi yang tidak biasa dan memiliki kemampuan untuk ber-
tahan hidup dalam keadaan kritis.

2. Tumbuhan yang memiliki etnobotani (digunakan oleh masyarakat).

3. Tumbuhan endemik yang tumbuh di area yang memiliki keanekaragaman

hayati yang tinggi.

Hasil penelitian yang telah dilakukan sebelumnya jamur endosimbion mangrove
diketahui menghasilkan senyawa metabolit sekunder dan dapat menghambat per-
tumbuhan bakteri patogen. Jamur endosimbion yang diisolasi dari daun muda
mangrove jenis Avicennia marina yang berasal dari Pearl River Estuary, Tiong-
kok Selatan terdeteksi mengdanung senyawa isocoumarins (Huang et al., 2007).
Senyawa isocoumarin bermanfaat sebagai antiinflamasi, antioksidan, antialergi,
antitrombotik, antivirus dan antikanker (Setiawan dan Rakhmawaty, 2014). Ber-
dasarkan hasil pengujian jamur endofit, dapat disimpulkan bahwa jamur endofit yang
diisiolasi dari daun Mangrove jenis Avicennia marina memiliki efek antibakteri ter-
hadap pertumbuhan kedua jenis bakteri uji, yaitu Staphylococcus aureus dan Shigella
dysenteriae (Kasi et al., 2015).

2.4 Bakteri Patogen Salmonella thypi

Salmonella typhi disebut juga Salmonella choleraeszls serovar typhi, Salmonella
serovar typhi, Salmonella enterica serovar typhi. Salmonella typhi adalah strain
bakteri yang menyebabkan terjadinya demam tifoid. Demam tifoid merupakan pe-
nyakit infeksi serius dan merupakan penyakit endemis yang menjadi masalah ke-
sehatan global, termasuk di Indonesia dan negara-negara Asia Tenggara (Darma-
wati, 2009).

Bentuk dari bakteri Salmonella typhi adalah batang, tidak berspora, ukuran 103,5
um x 0,5-0,8 um, besarnya koloni rata-rata 2-4 mm, memiliki flagela peritrikh.

Bakteri ini memfermentasikan glukosa dan manosa tanpa membentuk gas tetapi



tidak memfermentasikan laktosa dan sukrosa (Jawetz et al., 2006).

Klasifikasi taksonomi Salmonella typh sebagai berikut (Krieg et al., 2011):

Divisi : Bacteria

Kelas : Proteobacteria
Bangsa : Enterobacteriales
Suku : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Spesies : Salmonella typhi

Gambar 2. Bentuk Salmonella typhi
Sumber :Setiarto (2020)

Salmonella thypi termasuk bakteri gram negatif, berbentuk batang dan bersifat
patogenik Salmonella thypi dua membran (luar dan dalam membran), periplasma
dan rantai lipopolisakarida yang tersusun atas a-d-galaktosil, a-d manosil dan
rhamosil yang tersusun secara berulang dan mempunyai residu 3,6 dideoksi-
heksosa (Contreras et al., 1997).

2.5 Ekstraksi

Salah satu metode yang digunakan untuk penemuan obat tradisional adalah meto-
de ekstraksi. Pemilihan metode ekstraksi tergantung pada sifat bahan dan senyawa
yang akan diisolasi. Ada beberapa target ekstraksi yaitu, senyawa bioaktif yang
tidak diketahui, senyawa yang diketahui ada pada suatu organisme. Kelompok

senyawa suatu organisme yang berhubungan secara structural (Sarker, et al 2006).
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Ekstraksi merupakan proses pemisahan bahan dari campurannya dengan meng-
gunakan pelarut yang sesuai. Proses ekstraksi dihentikan ketika tercapai kesetim-
bangan antara konsentrasi senyawa dalam pelarut dengan konsentrasi dalam sel
tanaman. Setelah proses ekstraksi, pelarut dipisahkan dari sampel dengan penya-
ringan (Tetti, 2014).

Berbagai metode ekstraksi yang dapat digunakan adalah sebagai berikut:

1. Maserasi, merupakan proses ekstraksi sederhana yang dilakukan dengan cara
merendam sampel pada suhu kamar menggunakan pelarut yang sesuai sehing-
ga dapat melarutkan analit dalam sampel dan diaduk sesekali untuk memper-
cepat proses pelarutan sampel. Indikasi bahwa sampel telah terekstraksi secara
sempurna yaitu pelarut yang digunakan tidak lagi berwarna. Kelebihan metode
ini, yaitu alat yang digunakan sederhana, dapat digunakan untuk sampel yang
tahan panas maupun yang tidak tahan terhadap pemanasan. Adapun kekurang-
annya yaitu menghabiskan banyak pelarut (Leba, 2017).

2. Perkolasi, merupakan ekstraksi yang dilakukan secara perlahan pada sampel
dalam suatu perlokator. Pada ektrasi jenis ini, pelarut ditambahkan secara terus
menerus, sehingga proses ekstraksi dilakukan dengan pelarut yang baru. Pola
penambahan pelarut dilakukan dengan menggunakan pola penetesan pelarut
dari bejana terpisah disesuaikan dengan jumlah pelarut yang keluar atau dila-
kukan dengan penambahan pelarut dalam jumlah besar (Leba, 2017).

3. Sokletasi, merupakan metode ekstraksi yang menggunakan soklet. Prinsipnya
yaitu ekstraksi dilakukan secara terus menerus menggunakan pelarut yang rela-
tif sedikit. Jika ekstraksi telah selesai maka pelarut dapat diuapkan sehingga
didapatkan ekstrak. Pelarut yang digunakan biasanya mudah menguap atau
mempunyai titik didih yang rendah (Leba, 2017).

4. Ultrasound assisted solven extraction, merupakan metode maserasi yang di-
modifikasi dengan menggunakan bantuan ultrasound (sinyal dengan frekuensi
tinggi, 20 kHz). Serbuk sampel ditempatkan dalam sebuah wadah kemudian
ditempatkan ke dalam ultra-sonic dan ultrasound. Tujuannya untuk memberi-
kan tekanan mekanik pada sel hingga menghasilkan rongga pada sampel. Keru-
sakan sel dapat menyebabkan peningkatan kelarutan senyawa dalam pelarut
meningkatkan hasil ekstraksi (Tetti, 2014).
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Hasil dari proses ekstraksi akan mendapatakan nilai rendemen atau perbdaningan
berat kering produk yang dihasilkan dengan berat bahan baku (Yuniarifin, et al,
2006). Menurut Nurhayati et al. (2009) menyatakan bahwa nilai rendemen yang
tinggi menunjukkan banyaknya komponen bioaktif yang terkdanung di dalamnya.
Dari nilai persen menunjukkan bahwa semakin besar rendemen yang dihasilkan,
maka semakin efisien perlakuan yang diterapkan dan tidak mengesamping-kan

sifat-sifat lain (Dewatisari et al., 2017).

2.6 Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri merupakan metode untuk menentukan tingkat kerentanan
bakteri terhadap zat antibakteri dan mengetahui senyawa murni yang memiliki
aktivitas antibakteri. Sensitivitas merupakan zona hambat yang terjadi pada anti-
biotik terhadap bakteri, apabila tampak adanya zona hambatan di sekeliling cak-
ram, maka bakteri yang diuji sensitif terhadap antibiotika (Novita, 2016). Tujuan
pengukuran aktivitas antibakteri adalah untuk menentukan potensi suatu zat yang
diduga atau telah memiki aktivitas sebagai antibakteri dalam larutan terhadap
suatu bakteri (Jawetz et al., 1995).

Antibakteri merupakan suatu senyawa yang digunakan untuk mengambat bakteri.
Antibakteri biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekuder.
Mekanisme senyawa antibakteri secara umum dilakukan dengan beberapa cara
seperti merusak dinding sel dilakukan dengan cara menghambat terjadinya reaksi
peptidasi pada proses sintesis peptidaglikan sehingga dapat melemahkan dinding
sel yang dapat membuat terjadi, perusakan membran sel yaitu senyawa antibakteri
dapat mempengaruhi sifat semipermeabilitas membran sel sehingga menyebabkan
kerusakan struktur membran yang dapat menghambat atau merusak kemampuan
membran sel sebagai penghalang osmosis dan juga mencegah berlangsungnya se-
jumlah biosintesis yang dibutuhkan di dalam membran sel, mengganggu sintesis
protein yaitu penghambatan pertumbuhan bakteri melalui penghambatan sintesis
protein dapat terjadi dengan cara menghambat terjadinya prose peptidiltransferase
yang dapat mengganggu proses pengikatan asam amino baru pada rantai peptida

yang sedang terbentuk, dan menghambat kerja enzim (Pelczar dan Chan, 2005)
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Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan salah satu dari dua metode pokok

yaitu metode dilusi dan metode difusi (Jawetz et al., 1995) :

1. Metode dilusi, merupakan metode yang menggunakan antibakteri dengan kadar
yang menurun secara bertahap, baik dengan media cair atau padat. Kemudian
media diinokulasi bekteri uji dan diinkubasi. Tahap akhir dilarutkan antibakteri
dengan kadar yang menghambat atau mematikan. Uji kepekaan cara dilusi agar
memakan waktu yang lama dan pengguaannya dibatasi pada keadaan tertentu
saja. Keuntungan mikrodilusi cair adalah uji ini memberi hasil kuantitatif yang
menunjukkan jumlah antimikroba yang dibutuhkan untuk mematikan.

2. Metode difusi, merupakan metode yang paling sering digunakan adalah metode
difusi cakram. Prinsip dari metode difusi cakram adalah senyawa antibakteri
dijenuhkan ke dalam kertas saring (cakram kertas). Cakram kertas yang me-
ngdanung senyawa antibakteri tertentu ditanam pada media pembenihan agar
padat yang telah dicampur dengan bakteri yang diuji, kemudian diinkubasi
pada suhu dan waktu tertentu, selanjutnya diamati adanya area (zona) jer-
nih/bening di sekitar cakram kertas yang menunjukkan tidak adanya per-

tumbuhan bakteri.



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada 1 Maret-16 Agustus 2021. Pengambilan sampel

dilakukan di komunitas mangrove Desa Pagar Jaya, Kecamatan Punduh Pidada,

Kabupaten Pesawaran, Lampung dan komunitas mangrove muara Sungai Way

Belau, Kota Karang, Kecamatan Teluk Betung Timur, Lampung. Analisis sampel

yang dilakukan di Laboratorium Budidaya Perairan dan Laboratorium Oseano-

grafi, Jurusan Perikanan dan IImu Kelautan, Fakultas Pertanian dan Laboratorium

Bioteknologi Pertanian, Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Berikut adalah daftar alat dan bahan yang digunakan selama penelitian:

Tabel 2. Bahan yang digunakan

No. Bahan Keterangan / fungsi

1 Akuades Pelarut media, sterilisasi autoklaf.

2 Air laut steril Pelarut media.

3 Alkohol 70% Disinfektan, sterilisasi alat dan diri.

5 Kloramfenikol Sebaga_i kon_trol posit_if (4.')’ .
menghindari kontaminasi media.

6 Etil asetat Sebagai pelarut ekstrak.

7 MEA (malt extract agar) Media padat tumbuh jamur.

8 MEB (malt extract agar) Media cair tumbuh jamur.

9 NA (nutrient agar ) Media padat tumbuh bakteri.

10 NB (nutrient broth) Media cair tumbuh bakteri.

11 Malt, yeast, peptone dan agar Bahan media kultur.

12 Salmonella typhi Bakteri untuk uji daya hambat.




Tabel 3. Alat yang digunakan

14

No. Alat Keterangan / fungsi

1 Autoklaf Sterilisasi alat dan bahan.

2 Bunsen Sterilisasi didalam laminar airflow.

3 Cawan petri Wadah media tumbuh mikroba.

4 Coolbox Alat penyimpanan sampel.

5 Coolpack Alat pendingin pada coolbox.

6 Erlenmeyer Mengukur dan mencampur larutan.

7 Gelas ukur Mengukur pelarut saat membuat media.

8 Hotplate Menghomogenkan dan memanaskan media.

9 Inkubator Inkubasi mikroba dengan suhu terkontrol.

10  Jangka sorong Untuk mengukur zona bening.

11 Jarum ose Untuk menginokulasi mikroba.

12 Kamera ponsel Dokumentasi.

13 Jas lab, masker, sarung tangan  Alat pelindung tubuh agar tetap steril.

14 Laminar airflow Melakukan kegiatan penelitian.

15 Laptop Mencatat dan mengolah data hasil uji.

16 Lemari Pendingin Menyimpan media kosong.

17 Alat tulis Mencatat data.

18 Pinset Mengambil dan meletakkan kertas cakram.

19  Pipet tetes Mengambil larutan.

20 Pisau/Cutter Memotong, menyayat sampel.

21 Shaker Menghomogenkan larutan.

22  Tabung reaksi Wadah media tumbuh isolat .

23 Timbangan digital Untuk menimbang massa suatu zat.

24 Papper disk Tempat m_eletakkan ekstrak untuk uji aktivitas
antibakteri.

25  Corong Memindahkan larutan.

26 Pipet tetes Memindahkan larutan ke wadah lain.

27  Spektrofotometer Menghitung jumlah kepadatan bakteri.

28 Kertas label Mendanai sampel.

29 Karet gelang Merekatkan penutup .

30 Kain kasa, kapas Penutup tabung reaksi, dan Erlenmeyer.

31 Plastik tahan panas Membungkus alat dan bahan saat sterilisasi.

32 Plastik wrap Membungkus cawan petri.

33 Kertas saring Memisa_hkan serasah jamur dengan cairan
ekstrak jamur.

34 Botol kaca Wadah untuk kultivasi jamur endosimbion.

35 Botol vial Wadah ekstrak kasar.

36  Alumunium foil Penutup tabung reaksi dan erlenmeyer.




3.3 Prosedur Penelitian
Berikut adaalah tahapan penelitian yang dilakukan:

|

Isolasi sampel daun Avicennia sp.

\4

Pemurnian isolat jamur endosimbion.

Tidak ada

Uji Daya
zona hambat J y

Hambat

\ 4
Disimpan '
/ / Ada zona hambat

Pengamatan mikroskopik
jamur endosimbion potensial

!

Kultivasi dan ekstraksi
Jamur endosimbion potensial

Tidak ada

Uji Daya
zona hambat

Hambat

v l
Disimpan
/ / Ada | Pengolahan

zona hambat - data

'

Gambar 3. Diagram alir metode penelitian
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3.3.1 Koleksi Sampel

Sampel daun diambil dari mangrove Avicennia sp. di komunitas mangrove Desa
Pagar Jaya, Kecamatan Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran dan Way Belau,
Kota Karang, Bandar Lampung. Pada setiap titik dipilih secara acak tiga pohon
mangrove kemudian diambil bagian daun dan dilakukan pengulangan sebanyak 2
kali. Setiap sampel dimasukkan ke dalam plastik zip dan disimpan dalam coolbox
agar sampel tidak terkontaminasi dan tetap segar. Setiap sampel dimasukkan ke
dalam plastik zip dan disimpan dalam coolbox agar sampel tidak terkontaminasi
dan tetap segar. Sampel daun disterilisasi dengan mencuci sampel menggunakan
air laut steril sebanyak 3 kali untuk menghilangkan kotoran, selanjutnya direndam
menggunakan alkohol 70 % selama 30 detik. Perendaman dilakukan sebanyak dua
kali untuk memastikan sampel dalam keadaan steril. Kemudian dikeringkan sam-
pai tidak terdapat lagi sisa alkohol yang menempel, setelah itu sampel siap untuk
diisolasi (Kjer et al., 2010).

UNIVERSITAS LAMPUNG Lokasi Pengambilan Sampel
Desa Pagar Jaya,
JL. Prof. Dr. Ir. Sumantri Brojonegoro, RW. No: 1, Gedong Meneng, Kec. Punduh Pidada
Kec. Rajab Kota Bandar Lampung, Lampung 35141 Kab. Pesawaran, Lampung
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Gambar 4. Lokasi sampling Desa Pagar Jaya, Kecamatan Punduh Pidada,
Kabupaten Pesawaran
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UNIVERSITAS LAMPUNG Lokasi Pengambilan Sampel
@ JL. Prof. Dr. Ir. Sumantri Brojonegoro, RW. No: 1, Gedong Meneng, Sungai Way Belau, Kota Karang,
Kec. Rajabasa, Kota Bandar Lampung, Lampung 35141 Kec. Teluk Betung Timur
Bandar Lampung, Lampung
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3.3.2 Pembuatan Media

Media yang digunakan yaitu media MEA (malt extract agar) dan media MEB
(malt extract broth) sebagai media kultur jamur, media kultur bakteri mengguna-
kan media NA (nutrient agar) dan NB (nutrient broth). Pada setiap penggunaan
pelarut pada media disesuaikan dengan asal isolat. Isolat yang berasal dari laut,
digunakan air laut steril. Isolat yang berasal dari air tawar, digunakan akuades,

untuk komposisi media berdasarkan Stamets (2007).

Pada pembuatan MEA (malt extract agar) yaitu dengan komposisi 3 g malt ex-
tract, 3 g yeast extract, 5 g peptone, 15 g agar, untuk 1 liter air laut sedangkan un-
tuk media MEB (malt extract broth) komposisi pembuatan 17 gr/l dan kloram-
fenikol yang digunakan 1% dari jumlah pelarut yang digunakan yaitu air laut ste-
ril. Semua bahan dilarutkan di dalam erlenmeyer dan dimasukkan magnetic stirrer

sebagai pengaduk kemudian dihomogenkan menggunakan hotplate. Untuk media
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MEA miring larutan media dituangkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 5 ml.
Kemudian ditutup dengan buntalan kain kasa yang telah diisi kapas dan dilapisi
aluminium foil dan diikat dengan karet gelang, setelah disterilisasi ditunggu hing-

ga mengeras dengan posisi dimiringkan.

Pada media MEB proses sama seperti pembuatan media miring MEA hanya saja
tidak perlu dimiringkan karena media dalam betuk cair. Media MEA pada cawan
petri disterilisasi terlebih dahulu kemudian dituangkan sekitar 15 ml. Proses steril-
isasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121 °C dan tekanan 1,05 atm selama 15
menit. Media diinkubasu dalam cooled incubator sampai waktunya digunakan.
Komposisi untuk membuat media nutrient agar atau NA yaitu melarutkan bubuk
NA sebanyak 20 gram dalam 1 liter akuades dan untuk pembuatan media nutrient
broth atau NB dibuat dengan cara melarutkan 8 gram bubuk NB dalam 1 liter aku-
ades. Selanjutnya disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121 °C dan te-

kanan 1,05 atm selama 15 menit.

3.3.3 Isolasi Sampel Daun Avicennia sp.

Sampel daun mangrove diisolasi dengan cara memotong bagian daun mengguna-
kan pisau atau cutter secara melintang menjadi dua bagian sehingga bagian dalam
mangrove bisa dijangkau dan menempel pada media tumbuh. Kemudian potongan
tersebut ditanam pada media MEA (malt extract agar) di dalam cawan petri. Se-
lanjutnya ditutup dan diinkubasi pada suhu kamar (25°C) selama 3-4 hari untuk
menumbuhkan jamur. Setelah 3-4 hari, akan terlihat pertumbuhan dari jamur di-

sekitar sampel daun yang telah diletakkan di media MEA (Trianto et al, 2019).

3.3.4 ldentifikasi dan Pemurnian Isolat Jamur

Jamur yang telah diinkubasi dan tumbuh kemudian diidentifikasi berdasarkan
morfologinya. Pengamatan morfologi jamur dilakukan secara makroskopis ber-
dasarkan kriteria bentuk permukaan, warna dan ada atau tidaknya hifa. Selanjut-
nya koloni jamur dengan morfologi berbeda dipisahkan menjadi isolat tersendiri.

Isolat jamur diisolasi pada media MEA miring, pada setiap media diberi label
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kode isolat dan tanggal dilakukannya isolasi. Kode yang digunakan adalah WB
untuk sampel mangrove yang berasal dari Pulau Pasaran dan PJ untuk sampel

mangrove yang berasal dari Pagar Jaya. Setelah itu diinkubasi selama 7 hari.

3.3.5 Skrining Aktivitas Daya Hambat Jamur Endosimbion

Proses skrining dilakukan untuk mengetahui isolat jamur endosimbion yang me-
miliki daya hambat terhadap bakteri patogen. Isolat jamur endosimbion yang me-
miliki daya hambat akan digunakan untuk uji lebih lanjut. Bakteri uji Salmonella
typhi didapatkan dari Laboratorium BKIPM (Badan Karantina Ikan, Pengendalian
Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan). Uji daya hambat dilakukan dengan meng-
ambil sebagian miselia jamur endosimbion yang sudah tumbuh menggunakan
sedotan steril dan di-pindahkan ke media NA (nutrient agar) yang sudah diolesi
bakteri uji Salmonella typhi kemudian inkubasi kurang lebih selama 1-2 hari
hingga terlihat adanya zona hambat (Nawea et al., 2017). Setelah uji dilakukan
dan zona hambat terbentuk, kemudian zona hambat diukur menggunakan jangka
sorong. Hasil pengukuran kemudian dicatat dan dikategorikan kemampuan daya

hambatnya.

Tabel 4. Kategori diameter zona hambat:

Diameter Kekuatan daya hambat
<5 mm Lemah

6-10 mm Sedang

11-20 mm Kuat

>21 mm Sangat kuat

Sumber: Muharni et al. (2017)

3.3.6 Pengamatan Mikroskopik JamurEndosimbion Potensial

Jamur endosimbion potensial merupakan jamur hasil skrining aktivitas antibakteri
yang memiliki daya hambat terhadap bakteri patogen. Jamur endosimbion poten-
sial kemudian diamati secara mikroskopis. Pengamatan dilakukan dengan meng-

ambil sedikit miselium kemudian diletakkan kedalam kaca preparat dan teteskan
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larutan KOH 3% secukupnya kemudian tutup dengan cover glass dan amati mor-
fologi jamur tersebut. Kegunaan KOH untuk menghancurkan sel non jamur se-
hingga mempermudah untuk mengamati morfologi jamur ketika diamati dengan
mikroskop karena larutan KOH merupakan larutan penjernih yang dapat melarut-
kan protein, lipid, dan meli-siskan epitel. Elemen jamur akan bertahan terhadap
larutan KOH karena mengan-dung kitin dan glikoprotein pada dinding sel (Novia-
ndini et al., 2017).

3.3.7 Kultivasi dan Ekstraksi Jamur Endosimbion Daun Avicennia sp.

Jamur yang memiliki daya hambat terhadap bakteri patogen Salmonella typhi di-
pilih. Kemudian, dikultivasi menggunakan media MEB (malt extract broth). Kul-
tivasi jamur endosimbion dilakukan dengan menggunakan media MEB, yang ber-
tujuan untuk memperoleh ekstrak yang mengdanung senyawa metabolit sekunder
dari isolat jamur endosimbion. Koloni jamur endosimbion pada media MEA yang
telah dikultur sebelumnya, dipotong diinokulasi ke dalam media MEB selama 21
hari, karena di waktu tersebut jamur berada pada fase stasioner, yaitu fase terjadi-
nya penumpukan hasil metabolisme sekunder (Rendowaty et al., 2017). Jika se-
mua miselia jamur sudah tumbuh dengan jumlah yang cukup banyak dipisahkan
antara media dengan jamur endosimbion. Kemudian jamur ditimbang beratnya
menggunakan timbangan analitik. Selanjutnya jamur diekstraksi meng-gunakan
pelarut etil asetat dengan metode maserasi (perendaman). Jamur endo-simbion
direndam menggunakan pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:1 (etil asetat:
jamur) atau hingga jamur terendam secara merata. Kemudian, diaduk mengguna-
kan shaker selama 24 jam. Setelah itu hasil ekstrak disaring dipisahkan dari jamur
menggunakan kertas saring. Jamur yang sudah dimaserasi sebelumnya diekstrak
kembali dengan cara yang sama. Hasil perendaman kemudian dievaporasi meng-
gunakan rotary vacum evaporator bertujuan untuk menguapkan sebagian dari pe-
larut sehingga didapatkan ekstrak pekat yang konsentrasinya lebih tinggi. Berikut

persamaan persentase hasil rendemen :

Berat ekstrak pekat

Berat sampel jamur

% Rendemen = x 100%
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3.3.8 Uji Aktivitas Daya Hambat Metode Kirby Bauer

Hasil ekstrak jamur endosimbion diuji aktivitas daya hambatnya dengan metode
Kirby Bauer. Sebelum dilakukan uji aktivitas daya hambat, terlebih dahulu bakteri
uji, yaitu Salmonella typhi dikultur dalam media NB selama 2x24 jam dan diukur
kepadatan bakteri mengunakan spektrofotometer. Ekstrak yang akan diuji diencer-
kan dengan pelarut etil asetat dengan konsentrasi 10.000 ppm, 1.000 ppm, 100
ppm dan 10 ppm. Kemudian masukkan 100 ul bakteri uji pada media NA dalam
cawan petri dan ditunggu selama 30 menit hingga bakteri berdifusi. Selanjutnya.
masukkan papper disk dan teteskan ekstrak pada papper disk dengan sebanyak 50
pg/disk dan kontrol positif menggunakan antibakteri kloramfenikol 1% yang di-
larutkan dengan akuades steril dengan konsentrasi 50 pg/disk serta kontrol negatif
menggunakan pelarut etil asetat steril 50 pl/disk. Dilakukan 2 kali ulangan tiap
ekstrak yang diuji. Kemudian cawan petri dibungkus menggunakan plastik wrap
dan diinkubasi kurang lebih selama 1-2 hari hingga terlihat zona hambat yang ter-
bentuk dan diukur diameter zona hambatnya menggunakan jangka sorong. Untuk
menentukan besar diameter zona hambat menggunakan persamaan sebagai berikut
(Harti, 2015):

2 — (Dv-DS+Dh-De)

Keterangan :

Z = Zona hambat (mm)

Dv = Diameter vertikal (mm)
Dh = Diameter horizontal (mm)

Dc = Diameter kertas cakram (mm



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa :

1. Jamur endosimbion yang di isolasi dari daun mangrove Avicennia alba di-
dapatkan 9 isolat berasal dari Way Belau, Kota Karang dan 3 isolat dari Pagar
Jaya, Pesawaran.

2. Ekstrak jamur endosimbion daun Avicennia sp. ytang memiliki aktivitas anti-
bakteri terhadap Salmonella typhi adalah isolate dengan kode WB-D02M, WB-
DO5P,-WB-D06P, PJ-D01L, dan PJ-D02P .

5.2 Saran

Perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut untuk mengetahui spesies dari isolat ja-
mur endosimbion yang berpotensi sebagai antibakteri. Uji yang dapat dilakukan
contohnya identifikasi molekuler dan dilakukan uji lebih lanjut untuk mengetahui
senyawa aktif antibakteri yang terkdanung dalam jamur endosimbion, uji yang
dapat dilakukan contohnya Uji GCMS (gas cromatography and mass spectros-

copy).
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