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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI FUNGI ENDOFIT YANG BERASOSIASI
DENGAN TUMBUHAN TURI PUTIH (Sesbania grandiflora (L.) Pers) SERTA UJI
AKTIVITAS ANTIBAKTERI

Oleh

Elma Munika

Tumbuhan turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers) termasuk salah satu spesies dalam
keluarga Fabaceae yang memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang menunjukkan
bioaktivitas, salah satunya adalah sebagai antibakteri. Senyawa antibakteri pada tumbuhan
turi dapat pula dihasilkan oleh fungi yang berasosiasi pada tumbuhan tersebut. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi fungi endofit yang berasosiasi dengan
tumbuhan turi putih serta dilakukannya uji bioaktivitas antibakteri pada isolat fungi.
Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahapan yakni isolasi fungi, identifikasi morfologi
fungi, kultivasi pada media Potato Dextrose Agar (PDA) serta ekstraksi, isolasi dan
pemurnian. Pada penelitian ini berhasil diisolasi 15 fungi yakni 4 dari bagian akar, 6 dari
bagian kulit batang, dan 5 dari bagian daun. Sebanyak 15 ekstrak isolat fungi dilakukan
skrining bioaktivitas antibakteri Staphylococcus aureus yang menghasilkan 3 isolat fungi
yang memiliki potensi sebagai antibakteri yakni EAFT3-1 (kategori kuat), EBFT3-3 (kategori
sedang, EBFT3-1 (kategori lemah). Berdasarkan uji bioaktivitas yang telah dilakukan maka
dipilih isolat EAFT3-1 untuk dilakukan identifikasi morfologi dan isolasi lebih lanjut.
Morfologi isolat fungi EAFT3-1 menunjukkan isolat berwarna putih dan analisis lebih lanjut
di bawah mikroskop teramati adanya hifa dan spora pada hari ke2. Kemudian isolat fungi
EAFT3-1 diperbanyak dalam media cair PDA dan diekstraksi dengan menggunakan pelarut
EtOAc serta didapatkan berat ekstrak sebesar 0,77 gram. Ekstrak yang didapat kemudian
dilakukan pemurnian dengan teknik kolom kromatografi gravitasi serta dimonitoring dengan
KLT dan didapatkan subfraksi Ea sebesar 0,4 mg serta diuji bioaktvitas antibakteri dengan
konsentrasi 2 mg/mL yang menunjukkan subfraksi Ea tidak aktif pada bakteri S. aureus.
Penelusuran fraksi aktif pada ekstrak EAFT3-1 akan di lanjutkan oleh anggota peneliti lain
dalam grup riset.

Kata kunci : S. grandiflora, fungi endofit, antibakteri, kultivasi, dan Staphylococcus aureus



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ENDOPHYTIC FUNGI
ASSOCIATED WITH WHITE TURI (Sesbania grandiflora (L.) Pers) AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITY SCREENING

By

Elma Munika

Sesbania grandiflora (L.) Pers is one species of Sesbania belong to Fabaceae family.
This plant contain secondary metabolites wich show various bioactivity including
antibacterial activity. Antibacterial compounds in the turi plant can also be produced
by fungi associated with the plant. This study aims to isolate and to characterize the
endophytic fungi associated with white turi and screen their antibacterial activity.
This research was conducted in several steps such as isolation of fungi, identification
of morphology of fungi, cultivation in media PDA, extraction, isolation and
purification of secondary metabolites. The isolation of fungi afforded fifiteen types of
fungi including four isolated from roots, six isolated from stem barks, and five
isolated from leaves. All isolated fungi were screeed for their antibacterial bioactivity
against Staphylococcus aureus, only three of them (code EAFT3-1, EBFT3-3, and
EBFT3-1) inhibited the growth of bacteria tested EAFT3-1 is the most active, while
EBFT3-3 is more active than EBFT3-1. Based on their bioactivity result EAFT3-1
was further purified and identified morphology. Isolated EAFT3-1 was found as
white fungi with hyphae and sopre after observation under. Isolated fungi EAFT3-1
was cultivated in media PDA liquid and extracted with EtOAc toget 0.77 gram.
Purification of EAFT3-1 with CC was vyielded subfraction Ea (0,4 mg). The
antibacterial bioactivity of subfraction Ea showed that Ea is inactive against S.
aureus. However, further study and analysis for the active fraction in the EAFT3-1
extract is still in progress and will be conducted by other researchr’s members in the
research group.

keyword : S. grandiflora, fungi endohpytic, antibacterial, cultivation, and S. aureus
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Dewasa ini penyakit yang disebabkan oleh infeksi masih menempati urutan teratas
penyebab kematian di negara berkembang, termasuk Indonesia (Radji, 2011). Infeksi
dapat disebabkan bakteri, jamur, virus, dan parasit (Gould and Brooker, 2003). Jenis
bakteri patogen yang dapat menyebabkan infeksi antara lain yakni Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus dikenal sebagai bakteri patogen yang paling sering menjadi
penyebab infeksi penyakit diantaranya sepsis luka pasca-operasi (Ako-Nai et al.,
2005). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Dirga et al., (2021) sepsis
menduduki urutan ketiga dalam kejadian infeksi bakteri yakni 63 (20,1%) dari168
sampel yang telah di uji. Berdasarkan hasil observasi yang telah dilakukan di 34
provinsi di Indonesia pada tahun 2013-2016 ditemukan pasien yang menderita sepsis
sebanyak 14.076 pasien dengan tingkat keselamatan 61,8% (Purba et al., 2019)
Infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen dapat diobati dengan mengkonsumsi
antibiotik. Pada awal ditemukannya antibiotik, angka kematian yang disebabkan oleh
penyakit infeksi menjadi berkurang (Inglis, 2003). Adapun peresepan yang tinggi
dan kurang bijaknya pemberian antibiotik terhadap hasil diagnosis penyakit
menyebabkan terjadinya peningkatan resistensi bakteri yang semula bersifat sensitif
(Kementerian Kesehatan RI, 2011)



Gejala resistensi bakteri terhadap beberapa jenis antibiotik hingga kini masih menjadi
permasalahan global. Lebih dari 50% bakteri Staphylococcus aureus di Amerika
telah mengalami resistensi terhadap antibiotik, sehingga perlu adanya jenis antibiotik
baru yang dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan atau membunuh bakteri
yang resisten tersebut (Tacconelli et al., 2018). Kecenderungan resistensi bakteri
terhadap antibiotik menjadi alasan dilakukannya berbagai upaya untuk mengatasi
permasalahan bakteri resisten yakni dengan memanfaatkan sumber bahan alam.

Salah satu sumber bahan alam yang dilaporkan memiliki potensi sebagai penghasil
bahan aktif antibakteri adalah tumbuhan famili Fabaceae. Famili Fabaceae memiliki
kandungan metabolit sekunder yang menunjukkan bioaktivitas yang menarik seperti
antioksidan (Doddola et al., 2008), antimalaria (Hawas et al., 2012), antibakteri dan
antijamur (Goun et al., 2003).

Tumbuhan turi (Sesbania grandiflora) merupakan salah satu spesies yang termasuk
dalam famili Fabaceae. Salah satu hasil penelitian yang telah dilakukan oleh
Padmalochana and Rajan (2014) menunjukkan bahwa ekstrak etanol dari daun turi
memiliki aktivitas antijamur yang baik. Keaktifan tersebut diduga disebabkan adanya

senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh tumbuhan turi.

Senyawa bioaktif secara umum diperoleh dari suatu jaringan tanaman melalui teknik
ekstraksi menggunakan pelarut tertentu pada bagian tanaman yang diinginkan dalam
jumlah banyak. Cara ini terbilang kurang efektif, karena apabila suatu tanaman yang
berpotensi obat secara terus menerus diambil untuk diekstrak senyawa bioaktifnya
maka ketersediaan tanaman tersebut di lingkungan akan menurun. Cara efisien untuk
mendapatkan senyawa bioaktif tersebut yakni dengan memanfaatkan mikroba endofit
yang berasosiasi dengan tanaman inangnya, sehingga tidak harus mengekstrak secara

langsung (Simarmata et al., 2007).



Berbagai penelitian menunjukkan bahwa fungi endofit dapat memberikan manfaat
positif pada tanaman inang. Sekitar 70-100% fungi endofit dapat ditemukan pada
berbagai tanaman antara lain daun, batang, pucuk, dan akar (Hakim, 2015). Fakta
tersebut menjadi dasar untuk dilakukannya isolasi senyawa bioaktif dari fungi endofit
yang berasosiasi dengan tumbuhan turi putih. Skrining aktivitas antimikroba fungi
endofit yang berasosiasi pada daun dan batang tumbuhan turi telah dilakukan oleh
Powthong et al., (2013). Dari hasil penelitiannya dilaporkan bahwa beberapa isolat
fungi endofit pada daun dan ranting dari tumbuhan turi tersebut berpotensi sebagai

antibakteri dan antijamur.

Berdasarkan pemaparan di atas, maka akan dilakukan penelitian kimia fungi endofit
yang berasosiasi dengan tumbuhan turi (S. grandiflora) dilanjutkan dengan pengujian
aktivitas antibakterinya. Senyawa metabolit sekunder dari fungi endofit yang
berasosiasi dengan turi dapat diperoleh melalui beberapa tahapan meliputi isolasi,

ekstraksi, dan skrining uji bioaktivitas.

B. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Mengisolasi fungi endofit dari tumbuhan S. grandiflora.

2. Menguiji dan skrining aktivitas antibakteri ekstrak fungi endofit dari tumbuhan S.
grandiflora.

3. Mengisolasi metabolit sekunder dari fungi endofit dari tumbuhan S. grandiflora.

fungi endofit dari tumbuhan turi putih.



C. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini diharapkan akan menambah informasi mengenai jenis
fungi endofit dan senyawa metabolit sekunder yang berasosiasi dengan tumbuhan S.

grandiflora.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Fabaceae

Fabaceae merupakan salah satu jenis keluarga tumbuhan yang memiliki sifat
kosmopolitan yakni tumbuhan yang dapat dijumpai pada daerah yang bersuhu dingin
sekali sampai hangat, subtropis dan tropis (indrianto, 2012). Fabaceae termasuk
dalam keluarga tumbuhan terbesar ketiga (setelah Orchidaceae dan Asteraceae) yang
termasuk dalam divisi Angiospermae atau tumbuhan berbunga. Famili Fabaceae
dikelompokkan ke dalam tiga subfamili yaitu Mimosoideae, Caesalpinioideae, dan
Papilionoideae. Famili Fabaceae terdiri atas 730 genus dan mencakup 19.400
spesies. Lima genus terbesarnya adalah Astragalus (lebih dari 2000 spesies), Acacia
(lebih dari 900 spesies), Indigofera (lebih dari 700 spesies), Crotalaria (600 spesies),
Mimosa (500 spesies). Tumbuhan ini umumnya memiliki ciri buah berbentuk
polong, dengan perawakan beragam yakni herba, perdu, liana hingga pohon (Irsyam,
2016).

Pada penelitian sebelumnya telah dipaparkan bahwa famili Fabaceae memiliki
kandungan metabolit primer seperti lecithin, kitin, dan inhibitor a-amilase serta
memiliki kandungan metabolit sekunder seperti alkaloid, terpenoid, tannin, dan
senyawa fenolik. Beberapa studi telah menunjukkan bahwa hasil isolasi tumbuhan
Fabaceae memiliki senyawa dengan aktivitas sebagai antimikroba dan antimalaria
(Hawas et al., 2012).



B. Sesbania grandiflora

Sesbania grandiflora merupakan jenis tumbuhan yang berasal dari Asia Selatan dan
Asia Tenggara yang sekarang telah tersebar di beberapa negara seperti Indonesia,
Malaysia, India, dan Filipina. Masyarakat Indonesia menyebut S. grandiflora dengan
nama turi (Bhoumik et al., 2016).

Tumbuhan turi (S. grandiflora) dapat ditemukan di bawah 1.200 mpdl. Pohon turi
memiliki tinggi kKisaran 8-15 meter dengan diameter 25-30 cm. Batang turi (Gambar
1a) memiliki kulit batang berwarna kelabu hingga kecoklatan, memiliki alur yang
tidak beraturan dengan bentuk membujur dan melintang, memiliki lapisan seperti
gabus yang mudah terkelupas dan terdapat kandungan air pada bagian dalam serta
sedikit berlendir (Agromedia, 2008).

Tumbuhan turi memiliki daun (Gambar 1b) majemuk yang letaknya tersebar,
dengan daun penumpu yang panjangnya 0,5-1 cm dengan bentuk daun yang menyirip
genap yakni 12-20 pasang anak daun yang bertangkai pendek dengan panjang 3-4 cm
dan lebar 1 cm. Bunga turi (Gambar 1c) memiliki bentuk seperti bulan sabit, yang
menggantung seperti lonceng dengan jumlah 2-4 pertangkainya. Apabila mekar,
mahkota bunga berbentuk seperti kupu-kupu. Bunga turi terbagi menjadi dua warna,
yakni warna merah jingga dan putih (Siddhuraju et al., 2014). Buah turi berbentuk
polong (Gambar 1d) yang menggantung vertikal, berbentuk agak mengginjal dan
berwarna coklat gelap apabila sudah tua (Yuniarti, 2008).



Gambar 1. Bagian-bagian dari tumbuhan turi (a) Batang, (b) Daun, (c) Bunga, dan
(d) Biji

Dalam taksonomi, tumbuhan turi diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Plantae
Sub-kingdom : Tracheobionta
Superdivisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Sub-kelas : Rosidae

Ordo : Fabales

Famili : Leguminose

Genus : Sesbania

Spesies : Seshbania grandiflora
Nama binomial : Sesbania grandiflora (L.) Pers

(Sumber : Bahera et al., 2012)

C. Kegunaan dan Efek Farmakologi dari S. grandiflora

Tumbuhan S. grandiflora telah dikenal sebagai tumbuhan yang memiliki manfaat
dalam bidang pengobatan. Secara ilmiah, tumbuhan ini memiliki efek farmakologis
pada masing-masing bagian jaringan tanamannya, seperti halnya memiliki potensi
sebagai antioksidan, kaya akan vitamin A, vitamin C, thiamine, riboflavin, dan

nicotinic acid yang dapat digunakan untuk melindungi manusia dari bahaya oksidasi



(Ramesh et al., 2015). Adapun kandungan senyawa flavonoid yang terdapat pada
bunga turi dapat digunakan sebagai antibakteri, sementara kandungan senyawa
fenolik yang terdapat pada daun turi dapat digunakan sebagai antioksidan dan
antihiperglikemia (Arunabha dan Satish, 2015).

Secara ilmiah, beberapa aktivitas biologis dari ekstrak tanaman turi telah dilaporkan
bahwa, ekstrak metanol dan ekstrak etanol daun turi memiliki aktivitas sebagai
antibakteri ( Lien et al., 2020, Padmalochana dan Rajan, 2014). Sementara untuk
ekstrak metanol dari akar turi menunjukkan aktivitas sebagai anti tuberkulosis
(Noviany, et al., 2012) dan ekstrak etanol dari bunga turi menunjukkan aktivitas
antibakteri (Avalaskar, 2011). Powthong et al., (2013) juga melakukan penelitian
berupa isolasi fungi endofit yang berasosiasi dengan ranting dan daun turi yang

menunjukkan aktivitas antibakteri, antijamur dan antioksidan.

D. Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder pada Famili Fabaceae

Tumbuhan famili Fabaceae mengandung senyawa metabolit sekunder yang cukup
banyak dan beragam, dari susunan molekul sederhana hingga molekul yang paling
rumit sekalipun. Metabolit sekunder merupakan senyawa Kimia yang terdapat dalam
suatu organisme yang tidak terlibat secara langsung dalam proses pertumbuhan,
perkembangan, atau reproduksi organisme. Senyawa metabolit sekunder hanya
ditemukan pada spesies tertentu. Tanpa adanya senyawa ini, organisme akan
mengalami kerusakan atau menurunnya kemampuan bertahan hidup. Fungsi senyawa
ini pada suatu organisme diantaranya adalah untuk bertahan dari predator,
kompetitor, dan untuk mendukung proses reproduksi (Herbert, 1996). Senyawa
dengan berat molekul 50-1500 Dalton ini adalah makromolekul yang tergolong ke
dalam beberapa golongan utama yaitu terpenoid, saponin, steroid, fenil propanoid,
poliketida, flavonoid, dan alkaloid (Saifudin, 2014).



Linn et al,. (2005) telah mengisolasi senyawa diterpen dari famili Fabaceae dengan
genus Caesalpinia, yaitu norcaesalpinin E (1), caesalpinia C (2) caesalpinia D (3)
yang ketiga senyawa tersebut telah diteliti memiliki kemampuan sebagai antimalaria.
Struktur-struktur dari ketiga senyawa ditunjukkan pada Gambar 2.

Gambar 2. Senyawa diterpen yang telah diisolasi dari Fabaceae (Linn et al., 2005)

Selain golongan senyawa terpenoid, senyawa golongan fenolik juga ditemukan dan
berhasil diisolasi dari famili Fabaceae. Senyawa yang banyak ditemukan yakni
senyawa flavonoid. Misalnya dari Guibourtia coleosperma, senyawa flavonoid yang
dihasilkan adalah flavonoid yang terikat dengan glikosida misalnya 7-O- B-D-
xylopyranose epikatekin (4) yang berupa monomer (Bekker et al., 2006). Pada genus
Caesalpinia, flavonoid yang dihasilkan berupa homoisoflavonoid misalnya

bondusellin (5) yang diisolasi dari Caesalpinia Pulcherrima (Zhao et al., 2004)
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Gambar 3. Senyawa fenolik yang diisolasi dari tumbuhan Fabaceae (Bekker et al.,
2006, Zhao et al., 2004).
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E. Senyawa yang Telah Diisolasi dari Sesbania grandiflora

Padmalochana and Rajan (2014) telah berhasil melakukan uji pendahuluan pada
ekstrak etanol daun turi yang menunjukkan adanya kandungan alkaloid, tannin,
saponin, steroid, dan glikosida yang cukup tinggi. Baru-baru ini telah dilakukan
skrining fitokimia bahwa pada bagian kulit batang turi mengandung senyawa
golongan flavonoid, terpenoid, saponin, tannin, dan fenolik (Rasyidi dkk, 2015).
Senyawa kimia golongan isoflavonoid seperti isovestitol (6), medicarpin (7), sativan
(8), dan asam betulinat (9) ditemukan pada bagian akar (Hasan et al., 2012) dan 1,1
binaphthalene-2,2-diol (10) juga berhasil diisolasi dari akar S. grandiflora (Noviany
etal., 2012).

(8) (9)

Gambar 4. Senyawa isoflavonoid yang diisolasi dari bagian akar (Hasan et al.,
2012).
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(10)

Gambar 5. Senyawa fenolik yang diisolasi dari bagian akar S. grandiflora (Noviany
etal., 2012).

Selain itu telah berhasil diisolasi senyawa baru yang termasuk dalam senyawa jenis 2-
aril-benzofuran yakni (6-metoksi-2-(2°, 3’-dihidroksi-5’-metoksifenil)-1-benzofuran-
3-karbaldehida) atau sesbagrandiflorain A (11), dan (6-hidroksi-2-2’33’dihidroksi-5-
metoksifenil-1-benzofuran-3-karbaldehid) atau sesbagrandiflorain B (12) yang
merupakan hasil dari isolasi fraksi etil asetat pada kulit batang tumbuhan turi putih
(Noviany et al., 2018), dan senyawa 2 aril-benzofuran lainnya yakni atau
sesbagrandiflorain C (13) senyawa tersebut dilaporkan menunjukkan aktivitas
sitotoksik terhadap sel kanker HeLa, HepG2, dan MCF-7 (Noviany et al., 2021). 2-
(3,4-dihidroksi-2-metoksifenil)4-hidroksi-6-metoksibenzofuran-3-karbaldehid.

HsCO Ho
HsCO
8 0 HsCO o
/ . O )
OH (6] H o)
H © H

(11) (12)

(13)

Gambar 6. Isolasi senyawa 2-aril benzofuran dari kulit batang tumbuhan turi
(Noviany et al., 2018, 2021)
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F. Fungi

Fungi merupakan mikroorganisme eukariotik dan sebagian besar adalah eukariotik
multiseluler yang mempunyai ciri-ciri spesifik antara lain: mempunyai inti sel,
membentuk spora, tidak berklorofil, saprofit, dapat berkembangbiak secara aseksual
maupun seksual (Campbell, 1999). Fungi dapat diidentifikasi melalui pendekatan
makro-mikroskopis dan molekuler untuk mengetahui jenis fungi (Sibero et al., 2017).

Menurut Winarsih (2011) sifat-sifat morfologi dari fungi antara lain adalah sebagai
berikut:

1. Pembentukan Hifa dan Miselium

Hifa adalah benang-benang yang dibentuk oleh kapang atau jamur, sedangkan massa
yang dibentuk oleh hifa disebut miselium Secara mikroskopik hifa pada kapang atau
jamur dapat dibedakan atas dua golongan yaitu hifa yang bersepta dan hifa yang tidak
bersepta. Hifa bersepta dapat dibedakan menjadi tiga macam yaitu hifa vegetatif
(mengambil zat-zat makanan), hifa udara (pengambilan oksigen) dan hifa produktif
(membentuk alat-alat reproduksi).

1. Struktur dan Bagian yang Berproduksi

Fungi dapat tumbuh dari miselia, namun reproduksi utamanya disebabkan oleh
adanya spora yang memiliki sistem reproduksi secara aseksual disamping sistem
reproduksi secara seksual. Spora-spora yang memiliki sistem reproduksi secara
aseksual dapat dihasilkan dari kapang yang berjumlah banyak serta tahan terhadap

lingkungan kering.
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Gambar 7. Morfologi Fungi

G. Fungi Endofit

Endofit merupakan mikroorganisme, baik itu fungi atau bakteri yang hidup di dalam
jaringan tanaman. Presentasi keberadaan fungi endofit sendiri cukup tinggi yakni
sekitar 70-80% yang dapat dijumpai pada bagian daun, batang, pucuk, dan akar.
Telah dilakukan penelitian bahwa fungi endofit dapat memberikan manfaat positif
pada tanaman inangnya (Hakim, 2015). Hampir 80% fungi endofit secara in vitro
memproduksi senyawa metabolit aktif yang berfungsi sebagai antibakteri, antivirus,
antikanker, antidiabetes, antimalaria, antioksidan, herbisida dan juga pestisida alami
(Kurnia dkk, 2014).

Semenjak ditemukannya fungi endofit yang dapat digunakan sebagai pengendali
hayati, penelitian tentang fungi endofit mulai banyak diminati selain dianggap efektif,
fungi endofit juga ramah lingkungan. Kelompok fungi endofit yang ditemukan pada
tanaman inang dan berperan sebagai pengendali hayati seperti Fusarium solani,
Acremonium zeae, Verticillium sp., Ampelomyces sp., dan Neotyphodium lolii
(Kurnia dkk, 2014).



H. Bakteri
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Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme bersel tunggal dengan sel prokariotik

yang tidak memiliki organel atau inti sel dan kurang kompleks jika dibandingkan

dengan sel eukariotik. Sebaliknya, bakteri memiliki DNA dengan untai ganda dan

berbentuk bulat yang terletak di dalam nukleoid, memiliki membran sel dan memiliki

dinding sel yang sering disebut dengan peptidoglikan. Reproduksi bakteri terjadi

secara aseksual, sehingga sel anak yang dihasilkan dari pembelahan biner memiliki

DNA yang sama dengan sel induk (Masalha et al., 2001).

Tabel 1. Ciri-ciri Bakteri Gram Positif dan Gram Negatif

Ciri

Perbedaan Relatif

Gram Positif

Gram Negatif

Struktur dinding sel

Komposisi dinding sel

Kerentanan terhadap
penisilin
Persyaratan nutrisi

Resisten terhadap
gangguan fisik

Tebal (15-80 nm)
Berlapis tunggal (mono)

Kandungan lipid rendah
(1-4%).

Peptidoglikan ada sebagai
lapisan tunggal;
komponen utama lebih
dari 50% berat kering
pada beberapa sel bakteri
Ada asam teikoat

Lebih rentan

Relatif rumit pada banyak
spesies

Lebih resisten

Tipis (10-15 nm)
Berlapis tiga (multi)

Kandungan lipid tinggi
(11-12%).

Peptidoglikan ada di
dalam lapisan kaku
sebelah dalam; jumlahnya
sedikit, merupakan sekitar
10% berat kering
Tidak ada asam teikoat

Kurang rentan

Relatif sederhana

Kurang resisten

(sumber : Pelczar et al., 2008).
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I. Antibakteri

Antibakteri merupakan suatu senyawa yang digunakan untuk menghambat bakteri
dan biasanya terdapat dalam suatu organisme sebagai metabolit sekunder.
Mekanisme kerja senyawa antibakteri dapat dikelompokkan menjadi lima, yaitu
mengubah permeabilitas membran, merusak dinding sel, mengganggu sintesis
protein, menghambat kerja enzim, dan menghambat sintesis DNA, RNA dan protein.
Senyawa yang berperan dalam merusak dinding sel antara lain fenol, flavonoid, dan
alkaloid. Senyawa- senyawa tersebut berpotensi sebagai antibakteri alami pada
bakteri patogen (Pelczar et al., 2008).

J. Kultivasi

Mikroba endofit telah diisolasi dari dalam jaringan tanaman kemudian dikembangkan
dengan cara kultivasi untuk menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif fungi. Metode
kultivasi terbagi menjadi dua, yakni kultivasi media padat dan kultivasi media cair.
Kultivasi merupakan metode untuk menumbuhkan isolat dalam media buatan di luar
habitat alaminya yang dilakukan secara aseptik. Kultivasi berfungsi untuk
memperbanyak jumlah mikroba dengan cara membiarkan mikroba tersebut dalam
media biakan secara in vitro dalam laboratorium. Lingkungan fisik mempengaruhi
kultivasi mikroba sehingga perlu diperhatikan beberapa hal untuk menumbuhkan
mikroba yaitu cahaya, temperatur, pH, konsentrasi oksigen, dan tekanan osmosis
(Hogg, 2013).
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K. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses penarikan komponen atau senyawa kimia yang dapat
larut sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Prinsip
ekstraksi adalah melarutkan senyawa polar dalam pelarut polar dan senyawa non
polar dalam pelarut nonpolar. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi dalam proses
ekstraksi yakni waktu ekstraksi, temperatur, dan jenis pelarut yang digunakan.
Pemilihan jenis pelarut dalam proses ekstraksi perlu diperhatikan seperti daya
melarutkan, titik didih, mudah tidaknya terbakar, toksisitas, dan sifat korosif terhadap
peralatan yang digunakan (Khopkar, 2008). Ekstraksi terdiri dari beberapa metode

antara lain maserasi, sokletasi, refluks, ekstraksi cair-cair (partisi), dan destilasi uap.

L. Partisi

Ekstraksi cair-cair (partisi) merupakan suatu metode yang digunakan untuk
mengekstrak zat dalam suatu larutan dengan menggunakan pelarut tertentu, yang
didasarkan pada sifat kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua atau
lebih pelarut yang tidak saling bercampur satu sama lain. Zat yang dapat larut berada
dalam fase pertama dan zat yang hanya larut sebagian berada pada fase kedua
(senyawa polar akan terbawa dalam pelarut polar, senyawa semipolar akan terbawa
dalam pelarut semipolar, dan senyawa nonpolar akan terbawa dalam pelarut
nonpolar). Proses pemisahan suatu larutan dilakukan dengan menggunakan bantuan
corong pisah yang bertujuan untuk memecahkan dinding sel sehingga membebaskan
kandungan senyawa yang ada didalamnya serta memudahkan proses pemisahan fase.
Zat yang telah tercampur kemudian didiamkan untuk melihat pemisahan yang
terbentuk. Pemisahan akan terbentuk berdasarkan perbedaan tingkat kepolaran suatu
zat (Khopkar, 2008).



17

M. Skrining Uji Bioaktivitas

Uji bioaktivitas merupakan ilmu yang mempelajari cara menganalisis kandungan
aktivitas dalam suatu sampel. Pada uji skrining bioaktivitas menggunakan metode
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) sebagai indikator yang utama untuk
mengetahui potensi adanya mikroba, yang diidentifikasikan sebagai konsentrasi
(mg/L) pertumbuhan bakteri yang terlihat dicegah dalam kondisi yang telah
ditentukan (Wiegand et al., 2008). Metode yang digunakan dalam pengujian telah
distandarisasi oleh Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for antibiotic
testing (2017)

N. Metode Pemisahan dan Pemurnian

1. Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan metode yang digunakan untuk
memisahkan campuran komponen dalam sampel yang didasarkan pada distribusi
komponen tersebut diantara dua fase, yaitu fase diam dan fase gerak. Fase diam yang
digunakan dapat berupa plat silika gel atau alumina dan fase gerak adalah pelarut
yang dipilih berdasarkan bagian komponen dalam campuran. Pendeteksi suatu
senyawa dapat dilakukan dengan metode visualisasi yang umum digunakan adalah
dengan menggunakan pereaksi Dragendorff dan Serium sulfat. Pereaksi Dragendorff
digunakan untuk mengetahui kandungan senyawa alkaloid (N tersier) dalam
campuran yang ditandai dengan timbulnya noda orange pada hasil uji KLT. Pereaksi
serium sulfat digunakan untuk mendeteksi adanya kandungan senyawa organik dalam
suatu sampel dengan cara penyemprotan reagen pereaksi pada plat KLT. Adanya

senyawa pada suatu sampel ditandai dengan munculnya noda berwarna coklat
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kehitaman. Parameter pada KLT yang digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf
(Retention Factor) (Sastrohamidjo, 2002).

_ Jarak tempuh sampel

~ Jarak tempuh pelarut

Ada dua faktor yang mempengaruhi nilai Rf pada kromatografi lapis tipis, yaitu fase
diam dan pelarut yang diaplikasikan. Pada kromatografi lapis tipis jika fase diamnya
adalah silika gel, senyawa yang dianalisis akan memiliki afinitas yang besar terhadap
fase diam, dan bermigrasi lambat ke atas tidak seperti halnya pelarut (Sarker et al.,
2006).

2. Kromatografi Kolom (KK)

Kromatografi kolom merupakan metode pemisahan komponen-komponen senyawa
yang diperoleh dari hasil isolasi yang didasarkan pada fasa diam dan fasa geraknya.
Fasa diam yang digunakan dapat berupa silika gel, selulosa atau poliamida sedangkan
fasa geraknya dapat dimulai dari pelarut non polar kemudian secara bertahap nilai
kepolaranya, baik dengan pelarut tunggal ataupun campuran dua pelarut yang berbeda
kepolarannya dengan perbandingan tertentu sesuai tingkat kepolaran yang dibutuhkan
(Stahl, 1969).

Pada metode kromatografi kolom, pelarut akan mengalir ke bawah dan menyebabkan
komponen campuran terdistribusi di antara adsorben bubuk dan pelarut yang
digunakan. Pemisahan terjadi saat pelarut membawa komponen melalui ujung bawah
kolom, beberapa komponen akan keluar lebih dahulu dan ada beberapa komponen
yang keluar akhir. Laju elusi yang terjadi dipengaruhi juga oleh gaya gravitasi
(Hajnos et al., 2011)



I1l. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan September 2020 — Juni 2021 di Laboratorium
Kimia Organik FMIPA Universitas Lampung dan Unit Pelaksana Teknis
Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi (UPT- LTSIT) Universitas
Lampung. Determinasi tumbuhan dilakukan Herbarium Bogoriense Bidang Pusat

Penelitian Biologi LIPI Bogor.

B. Alat dan Bahan

1. Alat-alat yang digunakan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini meliputi Laminar Air Flow
ESCO/AV4AL, autoclave Tomy SX-700, rotary evaporator Buchii/R210, lampu UV
Kohler/SN402006, mikroskop axio Zeiss Al dan oven Precision, satu set
perlengkapan kromatografi kolom, neraca analitik , dan hot plate. Alat-alat gelas
yang digunakan diantaranya kaca penutup, kaca objek, batang pengaduk, cawan petri,
jarum ose, microplate reader 96 well, labu erlenmeyer, tabung reaksi, gelas ukur,

botol vial, corong pisah, pipet tetes, pinset, gunting, mikropipet, dan cutter.
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2. Bahan-bahan yang digunakan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi akar, kulit batang, dan daun, dari
tumbuhan turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers), kentang, agar-agar, dextrose,
alkohol 70%, aquades, etil asetat (EtOAc), n-heksana, serium sulfat (Ce(SOa4)2), plat
KLT silika gel 60 F2s4, silika gel Merck 60 (35-70 Mesh) untuk KK, metilen biru,
bunsen, spidol, antibiotik ciprofloxacin, tisu, kapas, kasa, kertas saring, alumunium
foil, plastic wrap, dan kertas perkamen. Bahan-bahan uji aktivitas antibakteri
meliputi, isolat bakteri Staphylococcus aureus yang diperoleh dari RS H. Abdul
Moeloek, cholaramphenichol, resazurin, Trypthic Soy Broth (TSB).

C. Prosedur Penelitian

1. Biomaterial

Sampel tumbuhan turi putih diambil secara acak dari Desa Sukosari, Lampung
Tengah dengan kode determinasi NV6/NRGD/2019. Pengambilan sampel tumbuhan
turi putih dilakukan 3 pohon yang berbeda, pada bulan Januari 2020. Pengambilan
sampel 1 pada titik koordinat (DD): -5.1965265, 105.0008591. pengambilan sampel 2
pada titik koordinat (DD): -5.1961512, 104.9995398. pengambilan sampel 3 pada
titik koordinat (DD): -5.19586125, 102.0058109.

2. Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Pada penelitian ini media Potato Dextrose Agar (PDA) digunakan untuk
pertumbuhan fungi mengikuti prosedur dari Gams et al., (1998) dengan beberapa
modifikasi. Secara sederhana pembuatan media dilakukan dengan tahapan 250 gram

kentang dicuci dan dikupas kulitnya kemudian dipotong-potong dan dimasukkan
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dalam 500 mL air dan dipanaskan pada kondisi mendidih selama 20-30 menit. Hasil
ekstrak kentang disaring kemudian ditambahkan 15 gram agar, 20 gram dextrose,
aduk hingga rata. Aquades ditambahkan hingga 1000 mL, setelah itu campuran
dipindahkan ke flask tutup dengan kapas dan dilapisi dengan alumunium foil,
kemudian disterilisasi dengan autoclave pada tekanan 1 atm dengan suhu 121°C
selama 15 menit. Lalu ditambahkan 50 pg/mL antibiotik ciprofloxacin sebelum
media dituang dalam petri dish.

3. Isolasi Fungi Endofit yang Berasosiasi dengan S. grandiflora

Akar, kulit batang, dan daun tumbuhan turi putih (S. grandiflora) diambil masing-
masing sampel sebanyak 500 gram setiap bagiannya. Sampel yang telah diperoleh
kemudian dimasukkan ke dalam ziplock dan disimpan dalam cool box untuk dibawa
ke laboratorium dan dilakukan isolasi.

Sebelum melakukan isolasi fungi, terlebih dahulu masing-masing sampel tersebut
dilakukan sterilisasi permukaan terlebih dahulu. Menurut Rante (2013) sterilisasi
permukaan sampel dilakukan dengan cara, sampel yang telah diperoleh dicuci dengan
air mengalir lalu dipotong dengan ukuran 1-3 cm, potongan sampel kemudian
direndam dalam alkohol 70% selama 1 menit dan dibilas dengan aquades. Semua
potongan sampel akar, kulit batang, dan daun kemudian ditanam pada media PDA
dengan bekas potongan menghadap ke media. Semua pekerjaan dilakukan secara
aseptis dalam Laminar Air Flow (LAF). Media yang telah diinokulasi dan potongan

sampel diinkubasi selama 7-14 hari pada suhu ruang 29°C.

4. Pemurnian Fungi Endofit yang Berasosiasi dengan S. grandiflora

Fungi yang telah tumbuh di sekitar jaringan tanaman pada media PDA, kemudian

secara bertahap dimurnikan satu persatu berdasarkan bentuk morfologi makroskopis,
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warna dan bentuk koloninya. Setiap koloni yang berbeda bentuk maupun warnanya
disubkultur kembali pada media PDA baru hingga didapatkan isolat tunggal (Tirtana
etal., 2013).

5. Karakterisasi Fungi Endofit

Isolat-isolat fungi yang didapat kemudian dikarakterisasi secara makroskopik dan
mikroskopik. Karakterisasi secara makroskopik dilakukan dengan pengamatan secara
visual meliputi bentuk koloni dan warna koloni sampai didapat isolat murni atau
tunggal. Karakterisasi secara mikroskopik dilakukan dengan menggunakan preparat
isolat jamur endofit melalui mikroskop (Sudantha, 2009). Metode mikroskopik yang
dilakukan yakni dengan menggunakan metode slide culture dengan meneteskan
methylene blue yang telah diinokulasikan isolat fungi endofit kemudian diamati di
bawah mikroskop (Tan dan Zou, 2001).

6. Kultivasi Fungi dari S. grandiflora

Isolat jamur yang telah murni (diperoleh dari tahap 4), kemudian dilakukan kultivasi
dengan cara mengambil 1-2 ose isolat ke dalam Erlenmeyer 250 mL yang telah berisi
50 mL media produksi yang terdiri dari 50 mL air kentang dan 1 gram dextrose

Selanjutnya media diinkubasi selama 7-14 hari pada suhu ruang.

7. Ekstraksi Senyawa Bioaktif

Hasil kultivasi isolat fungi endofit selanjutnya diekstraksi dengan metode yang
merujuk pada Kjer (2010) dengan sedikit modifikasi. Ekstraksi hasil kultivasi
dilakukan dengan menggunakan pelarut etil asetat dengan perbandingan kultur dan
pelarut 1:2 v/v. Ekstrak yang diperoleh kemudian dipisahkan antara miselium dengan

media fermentasi. Media fermentasi selanjutnya dipekatkan menggunakan rotary
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evaporator hingga didapat ekstrak kasar. Setelah didapatkan ekstrak kental dari
fraksi tersebut kemudian dilakukan uji KLT. Ekstrak kasar yang diperoleh
selanjutnya digunakan untuk uji skrining bioaktivitas untuk mengetahui keaktifan
dari sampel tersebut (Zheng et al., 2005).

8. Skrining Senyawa dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak kasar yang telah diperoleh dari fraksi etil asetat kemudian dilakukan uji
kromatografi lapis tipis (KLT). KLT dilakukan dengan menggunakan sistem
campuran eluen yang terdiri atas pelarut n-heksana dan etil asetat dengan
perbandingan yang sesuai setelah sebelumnya sampel dilarutkan dalam aseton dan
ditotolkan pada plat KLT.

Plat KLT yang telah dielusi, bercak atau noda dilihat di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm. Selanjutnya kromatogram disemprot dengan
menggunakan serium sulfat yang bertujuan untuk mengetahui adanya kandungan
senyawa organik yang ditandai dengan munculnya noda atau bercak berwarna coklat
kehitaman. Kemudian diamati dan dihitung nilai Retention factor (Rf) dari masing-

masing komponen untuk mengetahui tingkat kepolaran masing-masing komponen.

9. Uji Skrining Bioaktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri pada isolat fungi dilakukan dengan metode turbidimetri
dengan menggunakan microplate reader 96 well. Metode turbiditas digunakan untuk
melihat tingkat turbiditas (kekeruhan) pada hasil uji yang telah dilakukan. Berridge
and Barret (1952) menjelaskan bahwa semakin sedikit bakteri yang hidup maka nilai

turbiditas yang diberikan juga semakin kecil. Tahapan pengujian meliputi
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a. Persiapan Media Uji

Isolat bakteri Staphylococcus aureus dibiakkan pada media Trypthic Soy Broth (TSB)
yakni sebanyak 2 gram dilarutkan ke dalam 100 mL aquades kemudian disterilisasi
selama 15 menit pada suhu 121°C pada tekanan 2 atm. Selanjutnya, media
dituangkan dalam petri dish dan dilakukan penyinaran sinar UV dalam laminar
selama 10-15 menit. Kemudian bakteri S.aureus digoreskan pada media TSB dan
diinkubasi selama 18 jam dengan suhu 37°C (Balasubramanian et al., 2017).
Kemudian disiapkan inokulum menggunakan media Trypthic Soy Broth (TSB) dan
diukur kekeruhannya menggunakan hospitex, lalu suspensi bakteri dilakukan
pengenceran 1:10 dalam media Trypthic Soy Broth (TSB) (Elsikh et al., 2016).

b. Pengujian Antibakteri

Ekstrak sampel EtOAc sebanyak 2000 ppm (2mg/mL) dilarutkan dalam 12,5%
MeOH p.a. masing-masing plate pada microplate reader 96 well, berisi 145 pL media
TSB yang dilengkapi dengan MeOH p.a 12,5%, 50 pL antibiotik, 25 pL inokulum
bakteri dan 50 pL ekstrak fungi dari turi. Kemudian, diinkubasi pada suhu 37°C
selama 18-24 jam. Setelah diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati secara visual
berdasarkan perubahan warna resazurin serta diukur nilai ODgoo Nm menggunakan

hospitex.

10. Kromatografi Kolom (KK)

Fraksi yang telah diketahui mengandung senyawa yang lebih dominan dan memiliki
sifat bioaktif dari hasil uji bioaktivitas, selanjutnya dilakukan fraksinasi lebih lanjut
menggunakan kromatografi kolom (KK). Pemisahan menggunakan kromatografi
kolom bertujuan untuk memisahkan komponen suatu senyawa bahan alam khususnya

metabolit sekunder, kolom kromatografi juga digunakan untuk menghasilkan
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senyawa bioaktif fungi terhadap bakteri secara murni (Poole, 2009). Fraksinasi
dilakukan menggunakan teknik kromatografi kolom yang dibuat dengan serbuk silika
dan elusi dilakukan dengan gradien pelarut. Keberadaan komponen flavonoid dari
fraksi hasil pemisahan dimonitoring kembali dengan metode KLT menggunakan

pereaksi serium sulfat.

Tahapan fraksinasi kromatografi kolom, adsorben silika gel Merck (35-70 Mesh)
dilarutkan dalam pelarut yang akan digunakan dalam proses pengelusian hingga
berbentuk bubuk (slurry). Bubuk (slurry) dari silika gel dimasukkan ke dalam kolom
terlebih dahulu serta diatur kerapatan dan kerataanya. Selanjutnya sampel yang telah
diimpregnasi dimasukkan pada silika gel ke dalam kolom yang telah berisi adsorben.
Pada saat sampel dimasukkan, kolom diusahakan tidak kering atau kehabisan pelarut
sehingga proses elusi tidak akan terganggu (Gritter et al., 1991).

11. Analisis Kemurnian

Analisis kemurnian dilakukan dengan metode KLT. Uji kemurnian secara KLT
menggunakan beberapa campuran eluen. Kemurnian suatu senyawa ditunjukkan
dengan timbulnya satu noda dengan berbagai campuran eluen yang digunakan.
Pengamatan noda dilakukan di bawah lampu UV pada panjang gelombang 254 nm
dan 366 nm, kemudian untuk menampakkan bercak atau noda dari komponen

senyawa tersebut, plat disesmprot dengan larutan pereaksi serium sulfat (Stahl, 1985).



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan maka didapatkan
kesimpulan sebagai berikut :

1. Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi lima belas isolat fungi dari tumbuhan
turi putih (Sesbania grandiflora (L.) Pers).

2. Hasil uji skrining bioaktivitas antibakteri lima belas isolat fungi terhadap bakteri
Staphylococcus aureus terdapat tiga isolat yang memiliki potensi sebagali
antibakteri dengan tingkat penghambatan yang berbeda-beda, yaitu EAFT3-1
(0,168 nm), EBFT3-1 (0,143) nm, dan EBFT3-3 (0,150 nm).

3. Isolat fungi EAFT3-1 memiliki potensi antibakteri yang baik dengan niali
turbiditas 0,168 nm.

4. Subfraksi Ea hasil dari pemurnian dari ekstrak EAFT3-1 tidak bersifat sebagali

antibakteri.
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B. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka perlu dilakukan kajian lebih lanjut

sebagai berikut :

1. Perlu dilakukan penelitian terhadap fraksi lain pada isolat fungi EAFT3-1 untuk
mendapatkan informasi adanya potensi senyawa sebagai antibakteri.
2. Perlu dilakukannya analisis filogenetik terhadap isolat fungi EAFT3-1.
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