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RINGKASAN

Penelusuran sumber bahan obat baru masih terus dilakukan, khususnyauntuk
mengobati penyakit infeksi. Salah satu sumber bahan obat baru yang mulai banyak
dieksplorasi oleh peneliti bahan alam adalah mikroorganisme. Salah satu organisme
yang sangat potensial untuk dikembangkan sebagai sumber bahan obat baru
adalah mikroba endofit,khususnya kapang endofit. Kapang endofit dapat diperoleh
dari berbagai tanaman, diantaranya adalah daun Salam. Daun Saloam telah
diketahui memiliki potensi dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen
Salmonella typhi. penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kapang-kapang
endofit yang terdapat pada daun Salam dan menyeleksi kemampuan
penghambatan pertumbuhan mikroba terhadap bakteri patogen Salmobella typhi..
tahapan yang akan dilakukan antara lain melakukan isolasi dan identifikasi kapang
endofit yang dilanjutkan dengan melakukan fermentasi dan menguji akfivitas
antfimikroba terhadap S. typhi menggunakan metode agar diffusion. Penelitian ini
akan dipublikasikan pada Jurnal nasional terakreditasi SINTA-2 yaitu Jurnal Tumbuhan
Obat Indonesia.
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BAB 1. PENDAHULUAN

a. Latar Belakag Penelitian
Hingga saat ini, eksplorasi bahan alam sebagai sumber penghasil senyawa aktif

untuk pengobatan masih terus dilakukan. Hal ini disebabkan oleh pandangan untuk
kembali ke bahan alam dalom mengobati suatu penyakit. Secara empiris, masyarakat
dunia, khususnya Indonesia, sudah menggunakan bahan alaom dalam pengobatan
dikarenakan masih tersedianya tanaman obat yang sangat melimpah dan mudah
dijumpai. Akan tetapi, jika eksplorasi terus dilakukan namun fidak diringi oleh
kemampuan tumbuh tanaman obat yang digunakan maka akan terjadi kekurangan
sumber senyawa akfif.

Sejak diketahui adanya hubungan simbisosis mutualisme yang terjadi antara
tanaman dengan mikroba endofit, pencarian sumber bahan obat alami mulai
berkembang dengan mengeksplorasi mikroba endofit. Mikroba endofit telah dilaporkan
dapat menghasilkan berbagai senyawa yang dapat digunakan sebagai antikanker,
antibiotik, dan antioksidan (Strobel, 2018). Mikroba endofit dapat diperoleh dari semua
bagian tanaman, baik daun, buah, akar, batang, dan biji (Strobel, 2018). Suatu
penelitian melaporkan bahwa sebanyak 12 isolat kapang endofit berhasil diisolasi dari
buah belimbing wuluh (Hidayati & Syahputra, 2020).

Daun salam (Syzigium polyanthun [WIGHT.] Walp.) merupakan salah satu
tanaman yang sering digunakan dalam pengobatan penyakit secara tradisional,selain
digunakan sebagai bumbu masakan Indonesia. Efek farmakologis yang dimiliki oleeh
daun salam antara lain adalah antihipertensi, antidiabetes, antidiare, dan antiinflamasi
(Muhammad and Hariandja, 2015). Daun salam telah dilaporkan memiliki kandungan
senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba patogen, salah satunya
adalah Salmonella typhi. Pada ekstrak daun salam yang dilokukan dengan
menggunakan pelarut metanol mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin,
tannin, dan fenolik dan ekstrak tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.
typhi, Escherichia coli, dan Staphylococcus aureus (Evendi, 2017; Trisnawati, Astuti, &
Kartika, 2020).

Adanya kemampuan daun salam yang dapat menghambat pertumbuhan

bakteri S. typhi dan adanya laporan mengenai potensi kapang endofit dalam
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menghasilkan senyawa obat baru, maka dilakukan penelitian untuk mengeksplorasi
kapang endofit yang terdapat pada daun salam sebagai kandidat sumber bahan alam
yang dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder untuk menghambat

pertumbuhan bakteri S. typhi.

b. Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut diperoleh permasalahan yaitu pengambilan

senyawa bioaktif dari suatu tanaman obat telah banyak dilakukan dengan
mengekstraksikan bagian dari tanaman tersebut. Cara lain yang efisien untuk
memperoleh senyawa bioaktif dari suatu tanaman adalah menggunakan kapang
endofit yang mampu menghasilkan sejumlah senyawa bioaktif yang dibutuhkan,
sehingga tidak harus mengekstrak senyawa bioaktif tersebut dari tanaman inangnya
(Kusumawati dkk. 2014). Informasi tentang aktifitas kapang endofit dari daun salam
sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen Salmonella typhi belum pernah

dilaporkan .

c. Tujuan Penelitian
c.1. Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi kapang endofit dan menyeleksi kapang
endofit daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.] Walp.) yang dapat menghasilkan
metabolit sekunder dengan aktivitas penghambatan pertumbuhan bakteri patogen
Salmonella typhi.

c.2. Tujuan Khusus

a. Mendapatkan isolate kapang endofit dari daun Salam

b. Mendapatkan supernatant hasil fermentasi kapang endofit

c. Megetahui isolat kapang endofit yang memiliki kemampuan menghambat

pertumbuhan bakteri pathogen S. typhi paling baik

d. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan pengetahuan kepada

masyarakat tentang potensi kapang endofit yang terdapat pada daun salam (Syzygium
polyanthum [Wight.] Walp.) dalam menghasilkkan senyawa aktif antibakteri dan dapat
mencegah sumber daya alam punah yang disebabkan penebangan pohon yang

berlebihan .
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e. Road Map Penelitian

Adanya potensi kapang
Endofit menghasilkan

senyawa antimikroba Ektrak daun Salam memiliki
terhadap bakteri aktivitasantimikroba
Staphylococcusaureus (Trisnawati)
(Tammi)
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

Kapang Endofit
Mkroba endofit banyak dijumpai pada bagian tanaman tingkat tinggi dan hidup
berkoloni dalam jaringan tanaman ((Martinez-Klimova, Rodriguez-Pena, & Sdnchez,
2017; Strobel, 2018). Kapang endofit merupakan mikroorganisme yang hidup di dalam
jaringan tumbuhan yang fidak memiliki efek patogen terhadap inangnya (An dan Ma
2005). Menurut Dotzler et al., (2007), kapang endofit diduga telah berkaitan dengan
tanaman sejak 400 juta tahun yang lalu dan telah dipelajari secara luas di berbagai
tempat dan di berbagai iklim. Selain itu, kapang endofit juga memegang peranan
penting sebagai komponen yang berada di dalam lingkungan alam khususnya untuk
host yang ditempatinya. Kapang endofit adalah fungi tingkat tinggi yang memiliki
struktur vegetatif yang disebut miselium. Miselium merupakan sistem tabung yang
bercabang banyak. Dalam tabung tertutup, terdapat sitoplasma yang bergerak dan
mengandung banyak inti. Miselium tersebut dapat memiliki lebih dari satu sel flamen.
Filamen sel yang panjang dan tipis pada miselium disebut hifa (Dinata 2012).
Fermentasi Kapang Endofit

Isolat kapang endofit dapat diketahui memiliki potensi dalam menghasilkan metabolit
sekunder yang mempunyai akfivitas seperti fanaman inangnya dengan cara kultivasi
menggunakan teknik fermentasi. Fermentasi adalah suatu proses yang digunakan untuk
menghasilkan suatu produk. Fermentasi kapang endofit dilakukan dengan cara
fermentasi cair dengan metode goyang dan menggunakan medium PDY (Potato
Dextrose Yeast). Fermentasi cair bertujuan untuk mengaktifkan metabolit sekunder
kapang endofit yang dihasilkan berupa senyawa antibakteri (Rante dkk. 2013). Medium
fermentasi harus memiliki syarat seperti mengandung nutrisi yang dapat digunakan
sebagai sumber energi bagi mikroba, mengandung nutrisi yang dibutuhkan bagi
pertumbuhan sel mikroba, fidak mengandung zat yang dapat membahayakan
pertumbuhan sel dan fidak terdapat kontaminan yang meningkatkan persaingan
dalam penggunaan substrat (Feng, Chen, & Chen, 2018).
Bakteri Salmonella typhi

Salmonella termasuk dalam keluarga Enfrobacteriaceae yang merupakan bakteri

patogen bagi manusia dan hewan. Salmonella merupakan bakteri Gram negatif, fidak
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berspora, tidak mempunyai simpai, tanpa fimbria dan mempunyai flagel. Ukurannya 1-
3.5 um x 0,5-0,8um. Besar koloni dalam media pembenihan rata-rata 2-4 mm. Sifat
Salmonella typhi antara lain dapat bergerak, tumbuh pada suasana aerob dan anaerob
fakultatif pada suhu 15-41°C, hanya sedikit membentuk gas H2S dan tidak membentuk
gas pada fermentasi glukosa. Suhu pertumbuhan optimum 37,5°C dengan pH media 6-
8. Salmonella mempunyai gerak positif, dapat tumbuh dengan cepat pada
pembenihan biasa. Infeksi Salmonella terjadi pada saluran cerna terkadang menyebar

lewat peredaran darah ke seluruh organ tubu (Radji, 2017).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

A. Desain Penelitian
Penelition ini adalah penelitian eksperimental laboratorium yang akan dilakukan di

Laboratorium Terpadu fakultas farmasi dan Sains, Universitas Muhammadiyah Prof. Dr.
HAMKA (UHAMKA).

B. Cara Kerja
1. Isolasi Kapang Endofit Dari Daun Salam

Sampel daun salam dicuci dengan air mengalir selama 10 menit. Sterilisasi
permukaan dilakukan dengan cara merendam sampel ke dalam etanol 75%
selama 1 menit, selanjutnya ke dalam natrium hipoklorit 5,3% selama 30 detik.
Terakhir sampel dibilas dengan etanol 75% selama 30 detik. Daun yang telah steril
dipotong menggunakan pemotong steril. Selanjutnya diletakkan di atas medium
cawan PDA yang telah diberi 0,05 mg/ml kloramfenikol, kemudian diinkubasi

pada suhu kamar selama 5-7 hari ((Hidayati, Yuniarti, Shofaya, & Utomo, 2017)

2. Pemurnian Kapang Endofit
Kapang endofit yang tumbuh pada media isolasi PDA selanjutnya dimurnikan ke
dalam media PDA dengan cara memotong sebagaian miselium kapang dan
dipindahkan secara aseptik ke dalam media PDA lalu diinkubasi selama 48-72
jom pada suhu ruang. Tiap koloni kapang yang tumbuh pada media PDA
dipindahkan ke agar miring PDA dan dibuat duplo. Isolat kapang yang telah
murni diidentifikasi secara mikroskopis. (Hidayati & Syahputra, 2020)

3. Identifikasi Morfologi Kapang Endofit
a. Secara Makroskopis
Pengamatan koloni secara makroskopis meliputi bentuk morfologi koloni, warna
koloni, bentuk koloni, warna sebalik koloni (Ariyanto dkk. 2013). Setelah identifikasi,
morfologi yang sama dianggap sebagai isolat yang sama dan sebaliknya
morfologi yang berbeda dianggap sebagai isolat yang berbeda. Pengamatan
morfologi dilakukan kembali setelah inkubasi selama 5-7 hari.

b. Secara Mikroskopik
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|dentifikasi mikroskopik menggunakan metode slide culture. Cara kerja pertama
yaitu kertas saring diletakaan pada dasar cawan Petri dan di atas kertas saring
diletakan batang gelas berbentuk “U". Kertas saring dibasahi dengan air, kaca
objek diletakan diatas batang gelas “U” yang ada, kemudian cawan petri
tersebut disterikan dalam autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit. Setelah
sterilisasi selesai, kaca objek ditetesi medium PDA steril dan didiamkan hingga
dingin. Setelah dingin, diambil sedikit miselium kapang dengan menggunakan
jarum, dan diletakan diatas medium PDA yang membeku. Kaca objek ditutup
secara hati-hati dengan kaca penutup, setelah cawan petri ditutup, inkubasi
pada suhu kamar selama 48 jam. Morfologi kapang diamati menggunakan
mikroskop perbesaran 400 kali(Agu & Chidozie, 2021).

4. Fermentasi Skala Kecil Kapang Endofit

Isolat murni kapang endofit yang telah diperoleh dari proses isolasi selanjutnya
fermentasi dalam medium cair PDY yang telah di sterilisasi dalam autoklaf pada
suhu 121 °C selama 15 menit. Isolat tunggal kapang endofit dipotong dan diambil
kemudian diinokulasi ke dalom medium PDY sebanyak 20 ml dalam labu
Erlenmeyer ukuran 100 ml, labu Erlenmeyer yang berisi media fermentasi cair PDY
dan potongan isolat kapang endofit difermentasi goyang menggunakan rotary
shaker dengan kecepatan 170 rpom, dilakukan pada suhu ruang selama 7 hari,
kemudian supernatan dipisahkan dari biomassa dengan sentrifugasi 3000 rpom
selama 20 menit (modifikasi metode Kumala dkk. 2007). Supernatan yang
diperoleh dari hasil fermentasi akan digunakan untuk uji akfifitas anfibakteri
(Hidayati & Syahputra, 2020).

5. Uji Aktivitas Antibakteri dari Hasil Fermentasi
Untuk uji aktivitas antibakteri dari supernatan hasil fermentasi kapang endofit
dilokukan dengan metode cakram kertas. Kertas cakram dimasukkan selama 15
menit dalam supernatan, masing-masing kertas cakram diletakkan pada
permukaan medium yang telah berisi mikroba uji dan dilakukan secara triplo
selanjutnya diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37 °C. Setelah diinkubasi
dilokukan pengukuran zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka

sorong (Yuniarti, Hidayati, & Shofaya, 2019).

10
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C. Anadlisis Data
Desain yang digunakan pada penelitian ini bersifat eksploratif yaitu dengan tujuan

mengeksplorasi kapang endofit dan megidentifikasi apakah kapang endofit yang
terdapat pada daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.] Walp.) menghasilkan
metabolit sekunder yang mempunyai akfififas sebagai antfibakteri. Data yang
diperoleh bersifat kualitatif dan kuantitatif. Data kualitatif diperoleh dengan
mengamati morfologi koloni kapang endofit secara makroskopis dan mikroskopis,
sedangkan data kuantitatif diperoleh dengan mengamati dan mengukur diameter
zona hambat yang terbentuk pada mikroba uji. Data diameter zona hambat yang

diperoleh dihitung secara statistik dengan regresi linear dengan rumus :

Keterangan : Y = Diameter hambat

a = Intersep

b = Nilai slope
Kemudian dihitung kesetaraan konsentrasi larutan uji kapang endofit dengan
antibiotik kloramfenikol sebagai pembanding terhadap zona bening yang

terbentuk, sehingga diperoleh nilai potensi relatifnya.

Xu
Keterangan : PR = Potensi Relatif
Xs = Konsentrasi Antibiotik Pembanding

Xu = Konsentrasi Larutan Uji Kapang Endofit

11
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D. Diagram Alir Penelitian

Isolasi Kapang Endofit

Pemurnian Kapang Endofit

Fermentasi Kapang Endofit
Uji Aktivitas

Antimikroba Terhadap
Salmonella typhi

Analisis Data
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Mikroba endofit dapat dijumpai di dalom jaringan tanaman seperti
daun, buah, batang, akar, bunga, dan biji. Untuk mendapatkan kapang
endofit dari jaringan tanaman dapat dilakukan isolasi mikroba endofit
dengan variasi teknik isolasi yang disesuaikan dengan bagian tanaman
yang akan diisolasi mikroba endofitnya (Martinez-Klimova, Rodriguez-Pena,
& Sanchez, 2017). Dikarenakan penelitian ini menggunakan daun, maka
isolasi mikroba endofit hanya dilakukan dengan menempelkan potongan
daun salam yang telah disterilisasi permukaan pada medium agar.

Keberhasilan isolasi mikroba endofit terlihat dari munculnya mikroba di
tepi potongan daun yang ditempelkan pada medium agar dan lazimnya
lebih dari isolat endofit akan diperoleh pada tahapan isolasi. Untuk dapat
mengetahui adanya kesamaan maupun perbedaan isolat endofit yang
diperoleh maka diperlukan suatu tahapan identifikasi mikroba endofit, baik
secara makroskopis, mikroskopis hingga molekuler (Hidayati & Syahputra,
2020).

Pada penelitian ini, berdasarkan hasil identifikasi secara makroskopis
dan mikroskopis didapatkan lima isolat kapang endofit dengan karakteristik
yang berbeda (tabel 1). Semua isolat memiliki hifa berseptat meskipun

warna miselium seluruh isolat kapang endofit berbeda-beda.

Tabel 1. Karakteristik Makroskopis dan Mikroskopis Kapang Endofit Daun

Salam
Karakteristik
Kode Makroskopis Mikrokopis
Isolat  Warna dan Warna Sebalik Hifa Konidia
Permukaan
Putin ditengah Bentuk bulat,

KSP1  Putih sepertikapas Berseptat

ada kehijauan bercabang
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Putih dan Putin seperti Berseptat Bentuk

KSP2 permukaan tersusun

SUSU .
menggunung berantai

KSP3  Putin kekuningan ' Ufin Berseptal 1 yakk ada
kekuningan
Putin ditengah Berseptat

KSP4  Putih sepertikapas ada warna Bentuk elips
jingga

KSP5 Hijau terdapat Hijau Berseptat Tidak ada

putih ditengah kehitaman

Untuk menguji daya hambat yang dimiliki oleh kapang endofit
terhadap patogen S. typhi dilakukan dengan menggunakan supernatant
hasil fermentasi setiap kapang dan bakteri endofit pada medium fermentasi.
Beberapa penelitian melaporkan jika metabolit sekunder mikroba endofit
diperoleh dengan melakukan ekstraksi pada supernatant dari hasil
fermentasi mikroba endofit yang diperoleh. Lakshmi dan Selvi (2013)
melaporkan bahwa ekstrak dari supernatan hasil fermentasi isolat kapang
endofit dari daun Barringtonia acutangula memiliki aktivitas antikanker
setelah diuji pada HT29 cell line. Kumala dan Siswanto (2007) juga
melaporkan jika ekstrak mikroba endofit daun Morinda citrifolia  dari
supernatant hasil fermentasi memiliki aktivitas antimikroba terhadap empat
mikroba patogen yang diujikan. Oleh karena itu, pada penelitian ini
digunakan supernatan hasil fermentasi isolat mikroba endofit yang telah
diperoleh untuk diujikan aktivitas antimikrobanya terhadap pathogen S.

typhi dengan maksud sebagai efisiensi penelitian.

Berdasarkan data pada gambar 2, terlihat bahwa supernatan hasil
fermentasi isolat kapang endofit memperlihatkan adanya aktivitas inhibisi

terhadap patogen uji yang sama yang dilakukan dengan dengan beragam
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ukuran diameter zona hambat yang muncul yaitu antara 6 mm hingga 10

mm (gambar 1).
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Gambar 1. Daya hambat isolat bakteri Endofit terhadap pertumbuhan patogen

S. typhi

Isolat kapang endofit KSP3 memiliki zona hambat terbesar yaitu 10,55 + 0,35. Hasil
tersebut memperlihatkan bahwa supernatant hasil fermentasi mikroba endofit
dapat digunakan untuk mengetahui isolat mikroba endofit yang paling potensial
untuk dapat dijadikan sebagai alternatif sumber bahan alam penghasil senyawa
metabolit sekunder untuk pengobatan. Hal ini dikarenakan proses fermentasi
akan merangsang mikroba endofit untuk mensekresi produk metabolit sekunder,
selain itu interaksi antara mikroba endofit dengan tanaman inang menyebabkan
mikroba endofit mampu menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan
tanaman inangnya (mimicking) (Staniek, Woerdenbag, & Kayser, 2008; Strobel,

2018; Venugopalan & Srivastava, 2015).
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KESIMPULAN

Mikroba endofit memiliki kemampuan dalam menghasilkan metabolit
sekunder seperti yang dimiliki oleh tanaman inangnya. Berbagai teknik isolasi
mikroba endofit dilakukan dengan menyesuaikan jaringan tanaman yang
akan digunakan sebagai sumber endofit. Pada penelitian ini sebanyak 5
isolat kapang endofit berhasil diperoleh dan seluruh isolat endofit memiliki
aktivitas antimikroba terhadap pathogen S. typhi meskipun hanya KSP3 yang

memiliki zona hambat terbesar.
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Abstrak: Mikroba endofit telah mulai dikembangkan sebagai alternatif penghasil senyawa aktif
yang dapat digunakan dalam pengobatan penyakit. Salah satu tanaman yang dapat digali potensi
mikroba endofitnya adalah daun salam, yang mana daun salam sudah diketahui potensinya sebagai
tanaman obat. Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan kapang endofit daun salam yang
memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen Salmonella typhi.
Penelitian ini dilakukan dengan melakukan isolasi kapang dan bakteri endofit daun salam yang
dilanjutkan dengan melakukan seleksi kemampuan penghambatannya terhadap bakteri S. typhi
menggunakan metode agar disc diffusion. Sebanyak tujuh isolat bakteri endofit dan lima isolat
kapang endofit diperoleh pada penelitian ini. Ketujuh mikroba endofit yang diperoleh dapat
menghambat pertumbuhan S. typhi akan tetapi hanya isolat bakteri endofit BESP4 dan isolat
kapang endofit KSPA3 yang memberikan penghambatan terbesar yaitu masing-masing
11,48+0,66 dan 10,55+0,35. Penelitian ini dapat dilanjutkan dengan melakukan identifikasi
metabolit sekunder dan pengujian antibakteri dengan menggunakan ekstrak isolat mikroba endofit
terpilih, serta identifikasi molekuler kedua isolat tersebut

Kata kunci: Daun Salam, kapang endofit, bakteri endofit, Salmonella typhi, antibakteri

Abstract. Isolation and Screening The Antibacterial Activity of Endophytic Microbes from
Bay Leaves (Syzigium polyanthum [Wright.] Walp.) Against Salmonella typhi. Endophytic
microbes have started to be developed as alternative sources of active compounds for disease
treatment. As a well-known medicinal plant, bay leaves (Syzigium polyanthum [WIGHT[ Walp.],
become a potential plant as a source of endophytic microbes. This study aims to obtain endophytic
fungi from the bay leaf that can inhibit the growth of the pathogenic bacterium Salmonella typhi.
The research was conducted by isolating endophytic fungi and bacteria from bay leaf, then
selecting their inhibitory abilities against S. typhi using the agar disc diffusion method. We got
seven endophytic bacteria isolates and five endophytic fungi isolates. All seven endophytic
microbes obtained were able to inhibit the growth of S. typhi, but only the endophytic bacteria
isolate BESP4, and the endophytic fungi isolate KSPA3 showed the highest inhibition, with
11.48+0.66 and 10.55%+0.35 respectively. For further study, the identification of secondary
metabolites of the extracts from the selected endophytes and their antibacterial activities, are
essential to do, as well as molecular identification of both isolates.

Keywords: Bay leaves, endophytic fungi, endophytic bacteri, Salmonella typhi, antibacteri
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1. Pendahuluan

Hingga saat ini, eksplorasi bahan alam sebagai sumber penghasil senyawa aktif untuk
pengobatan masih terus dilakukan. Hal ini disebabkan oleh pandangan untuk kembali ke bahan
alam dalam mengobati suatu penyakit. Secara empiris, masyarakat dunia, khususnya Indonesia,
sudah menggunakan bahan alam dalam pengobatan dikarenakan masih tersedianya tanaman obat
yang sangat melimpah dan mudah dijumpai. Akan tetapi, jika eksplorasi terus dilakukan namun
tidak diringi oleh kemampuan tumbuh tanaman obat yang digunakan maka akan terjadi kekurangan
sumber senyawa aktif.

Sejak diketahui adanya hubungan simbisosis mutualisme yang terjadi antara tanaman
dengan mikroba endofit, pencarian sumber bahan obat alami mulai berkembang dengan
mengeksplorasi mikroba endofit. Mikroba endofit telah dilaporkan dapat menghasilkan berbagai
senyawa yang dapat digunakan sebagai antikanker, antibiotik, dan antioksidan (Strobel, 2018).
Mikroba endofit dapat diperoleh dari semua bagian tanaman, baik daun, buah, akar, batang, dan
biji (Strobel, 2018). Suatu penelitian melaporkan bahwa sebanyak 12 isolat kapang endofit berhasil
diisolasi dari buah belimbing wuluh (Hidayati & Syahputra, 2020).

Daun salam (Syzigium polyanthun [WIGHT.] Walp.) merupakan salah satu tanaman yang
sering digunakan dalam pengobatan penyakit secara tradisional,selain digunakan sebagai bumbu
masakan Indonesia. Efek farmakologis yang dimiliki oleen daun salam antara lain adalah
antihipertensi, antidiabetes, antidiare, dan antiinflamasi (Muhammad & Hariandja, 2015). Daun
salam telah dilaporkan memiliki kandungan senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroba patogen, salah satunya adalah Salmonella typhi. Pada ekstrak daun salam yang dilakukan
dengan menggunakan pelarut metanol mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, tannin,
dan fenolik dan ekstrak tersebut dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi, Escherichia coli,
dan Staphylococcus aureus (Evendi, 2017; Trisnawati et al., 2020). Adanya kemampuan daun
salam yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri S. typhi, maka dilakukan penelitian untuk
mengeksplorasi mikroba endofit yang terdapat pada daun salam sebagai kandidat sumber bahan
alam yang dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder untuk menghambat pertumbuhan
bakteri S. typhi. Hal ini diawali dengan melakukan isolasi mikroba endofit dan melakukan
penyeleksian terhadap semua isolat mikroba endofit paada daun salam yang berhasil diperoleh.

2. Bahan dan Metode
Bahan penelitian

Penelitian ini menggunakan daun salam (Syzygium polyanthum [Wight.]Walp.) yang di
dapat dari daerah Bekasi Utara, akuades steril, larutan NaOCI 5.3%, etanol 70%, medium Nutrient
agar, medium Potato Dextrose Agar, nistatin, medium Potato Dextrose Broth, Nutrient Broth,
medium Muller Hinton Agar, medium Muller Hinton Broth, larutan kristal violet, larutan lugol,

etanol 96%, paper disc, larutan safranin.

Isolasi mikroba endofit daun salam
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Tahap ini dilakukan dengan menggunakan prosedur yang dilakukan oleh (Hidayati dkk.,
2018; Yuniarti dkk, 2019). Secara ringkas tahapan ini dilakukan dengan menempelkan potongan
daun salam berukuran 1 cm x 1 cm yang telah disterilisasi permukaan dengan lautan etanol,
akuades steril dan NaOCI 5,3% pada medium agar NA (untuk bakteri endofit) dan PDA (untuk
kapang endofit) dan diinkubasi pada suhu ruang hingga tumbuh isolat di pinggiran potongan daun.

Karakterisasi Mikroba Endofit

Karakterisasi mikroba endofit dilakukan baik secara makroskopis maupun mikroskopis.
Karakterisasi secara makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi mikroba endofit yang
tumbuh setelah dilakukan peremajaan. Adapun karateristik makroskopis bakteri endofit yang
diamati adalah warna, permukaan, elevasi koloni dan tepian koloni, sedangkan karakteristik
makroskopis kapang endofit yang diamati adalah warna dan struktur permukaan kapang dan
warna sebalik kapang endofit. Untuk pengamatan mikroskopis baik kapang endofit maupun
bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya pada perbesaran 400x. Pada
penelitian ini digunakan teknik pewarnaan gram untuk karakterisasi mikroskopis bakteri endofit,
sedangkan untuk karakterisasi mikroskopis kapang endofit dilakukan dengan teknik slide culture
(Desriani dkk, 2014; Mahdi at al., 2014).

Fermentasi Isolat Bakteri Endofit

Fermentasi yang dilakukan pada isolat bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan
fermentasi cair yang dilakukan dengan melakukan inokulasi satu koloni isolat bakteri Endofit ke
dalam 10 mL medium nutrient broth yang kemudian diinkubasi menggunakan orbital shaker pada
kecepatan 100 rpm selama 4 hari pada suhu ruang. Pemisahan supernatan dengan massa sel
dilakukan dengan melakukan sentrifugasi inoculum pada kecepatan 3000 rpm selama 20 menit.
Supernatan yang diperoleh akan digunakan pada tahapan uji antibakteri (Kumala & Siswanto,
2007).

Fermentasi Isolat Kapang Endofit

Fermentasi terhadap isolat kapang Endofit dilakukan dengan menggunakan medium potato
dextrose yeast. Sebanyak satu potongan hifa kapang Endofit berukuran 1x1 cm diinokulasikan ke
dalam medium potato dextrose yeast selama tujuh hari pada orbital shaker dengan kecepatan 170
rpm pada suhu ruang. Setelah tujuh hari, supernatan dipisahkan dari massa sel dengan
menggunakan sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 20 menit. Supernatan yang diperoleh
akan digunakan untuk pengujian antibakteri terhadap bakteri pathogen S. typhi (Hidayati &
Syahputra, 2020).
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Seleksi Mikroba Endofit yang dapat menghambat bakteri pathogen S. typhi

Aktivitas penghambatan pertumbuhan S.typhi oleh isolat mikroba endofit daun salam
dilakukan dengan menggunakan supernatant hasil fermentasi mikroba endofit. Supernatan hasil
fermentasi diteteskan pada paper disc yang kemudian diletakkan pada medium muller-hinton
agar yang telah mengandung bakteri patogen S. typhi dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam lalu dilakukan pengukuran terhadap zona hambat yang terbentuk (Kumala & Siswanto, 2007;
Mahdi et al., 2014).
Analisis Data

Ukuran diameter zona hambat dikalkulasi dengan menghitung nilai rata-ratatstandard deviasi.

3. Hasil dan Pembahasan

Mikroba endofit dapat dijumpai di dalam jaringan tanaman seperti daun, buah, batang, akar,
bunga, dan biji. Untuk mendapatkan bakteri dan kapang endofit dari jaringan tanaman dapat
dilakukan isolasi mikroba endofit dengan variasi teknik isolasi yang disesuaikan dengan bagian
tanaman yang akan diisolasi mikroba endofitnya (Martinez-Klimova, Rodriguez-Pefia, & Sanchez,
2017). Dikarenakan penelitian ini menggunakan daun, maka isolasi mikroba endofit hanya
dilakukan dengan menempelkan potongan daun salam yang telah disterilisasi permukaan pada
medium agar.

Tabel 1. Karakteristik Makroskopis dan Mikroskopis Bakteri Endofit Daun Salam

Karakteristik

Kode Makroskopis Mikrokopis
Isolat Bentuk Koloni ifl\:)isil Warna koloni ~ Tepi koloni Gram
BESP 1 Bundar Cembung Putih Halus Negatif
BESP 2 Bungjar Qengan Cembung Putih kecoklatan Halus .

tepian timbul Positif
Bundar dengan Oranye .
BESP 3 tepian timbul Cembung kecoklatan Halus Negatif
BESP 4 Bungjar Qengan Cembung Putih kecoklatan ~ Berombak Negatif
tepian timbul
BESP 5 Bun_dar qlengan Cembung Kuning Halus Positif
tepian timbul
Bundar dengan Krem .
BESP 6 tepian timbul Cembung kecoklatan Berombak Negatif
BESP 7 Bun_dar qlengan Cembung Oranye Halus Positif
tepian timbul

Keberhasilan isolasi mikroba endofit terlihat dari munculnya mikroba di tepi potongan daun

yang ditempelkan pada medium agar dan lazimnya lebih dari isolat endofit akan diperoleh pada
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tahapan isolasi. Untuk dapat mengetahui adanya kesamaan maupun perbedaan isolat endofit yang
diperoleh maka diperlukan suatu tahapan identifikasi mikroba endofit, baik secara makroskopis,
mikroskopis hingga molekuler (Hidayati & Syahputra, 2020). Pada penelitian ini, berdasarkan
hasil identifikasi secara makroskopis dan mikroskopis didapatkan tujuh isolat bakteri endofit dan
lima isolat kapang endofit dengan karakteristik yang berbeda (tabel 1 dan 2). Dari tujuh isolat
bakteri endofit, empat isolat bakteri endofit yang diperoleh merupakan bakteri gram negatif. Untuk
kapang endofit, semua isolat memiliki hifa berseptat meskipun warna miselium seluruh isolat

kapang endofit berbeda-beda.

Tabel 2. Karakteristik Makroskopis dan Mikroskopis Kapang Endofit Daun Salam

Karakteristik

Kode Makroskopis Mikrokopis

Isolat Warna dan Warna Sebalik Hifa Konidia
Permukaan

KSP1 Putih seperti kapas Putih dlt_(_engah ada Berseptat Bentuk bulat,

kehijauan bercabang

KSP?2 Putih dan permukaan Putih seperti susu Berseptat Bentuk tersusun
menggunung berantai

KSP3 Putih kekuningan Putih kekuningan Berseptat Tidakk ada

KSP4 Putih seperti kapas Putin dlte_n_gah ada Berseptat Bentuk elips

warna jingga
KSP5 Hijau terdapat putih Hijau kehitaman Berseptat Tidak ada

ditengah

Untuk menguji daya hambat yang dimiliki oleh kapang endofit terhadap patogen S. typhi
dilakukan dengan menggunakan supernatant hasil fermentasi setiap kapang dan bakteri endofit
pada medium fermentasi. Beberapa penelitian melaporkan jika metabolit sekunder mikroba endofit
diperoleh dengan melakukan ekstraksi pada supernatant dari hasil fermentasi mikroba endofit yang
diperoleh. Lakshmi dan Selvi (2013) melaporkan bahwa ekstrak dari supernatan hasil fermentasi
isolat kapang endofit dari daun Barringtonia acutangula memiliki aktivitas antikanker setelah diuji
pada HT29 cell line. Kumala dan Siswanto (2007) juga melaporkan jika ekstrak mikroba endofit
daun Morinda citrifolia dari supernatant hasil fermentasi memiliki aktivitas antimikroba terhadap
empat mikroba patogen yang diujikan. Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan supernatan
hasil fermentasi isolat mikroba endofit yang telah diperoleh untuk diujikan aktivitas

antimikrobanya terhadap pathogen S. typhi dengan maksud sebagai efisiensi penelitian.



J Pharm Sci Clin Res, 20xx, xx X

16.00

14.00

12.00
10.02

13126
10.00 9.24 971 931 9.45 9.51
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

BESP1 BESP 2 BESP3 BESP4 BESP5 BESP6 BESP7
Isolat bakteri endofit

Zona hambat (mm)

Gambar 1. Daya hambat isolat bakteri Endofit terhadap pertumbuhan patogen S. typhi

Berdasarkan data pada gambar 1, terlihat bahwa supernatan hasil fermentasi isolat bakteri
endofit yang diinkubasi selama 4 hari pada suhu ruang menggunakan orbital shaker mampu
menginhibisi pertumbuhan patogen S. typhi. Akan tetapi hanya isolat BESP4 yang memiliki zona
hambat terbesar yaitu 11,48 + 0,66. Demikian juga dengan kapang endofit, supernatant kapang
endofit yang diperoleh dari proses fermentasi memperlihatkan adanya aktivitas inhibisi terhadap
patogen uji yang sama yang dilakukan dengan dengan beragam ukuran diameter zona hambat yang
muncul yaitu antara 6 mm hingga 10 mm (gambar 2).
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Gambar 2. Daya hambat isolat bakteri Endofit terhadap pertumbuhan patogen S. typhi

Isolat kapang endofit KSP3 memiliki zona hambat terbesar yaitu 10,55 + 0,35. Hasil tersebut
memperlihatkan bahwa supernatant hasil fermentasi mikroba endofit dapat digunakan untuk
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mengetahui isolat mikroba endofit yang paling potensial untuk dapat dijadikan sebagai alternatif
sumber bahan alam penghasil senyawa metabolit sekunder untuk pengobatan. Hal ini dikarenakan
proses fermentasi akan merangsang mikroba endofit untuk mensekresi produk metabolit sekunder,
selain itu interaksi antara mikroba endofit dengan tanaman inang menyebabkan mikroba endofit
mampu menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan tanaman inangnya (mimicking)
(Staniek, Woerdenbag, & Kayser, 2008; Strobel, 2018; Venugopalan & Srivastava, 2015).

4. Kesimpulan

Mikroba endofit memiliki kemampuan dalam menghasilkan metabolit sekunder seperti yang
dimiliki oleh tanaman inangnya. Berbagai teknik isolasi mikroba endofit dilakukan dengan
menyesuaikan jaringan tanaman yang akan digunakan sebagai sumber endofit. Pada penelitian ini
sebanyak 11 isolat mikroba endofit berhasil diperoleh dan seluruh isolat endofit memiliki aktivitas
antimikroba terhadap pathogen S. typhi meskipun hanya isolat BESP4 dan KSP3 yang memiliki
zona hambat terbesar.
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