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ABSTRAK

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI ENDOFIT BATANG KELOR
(Moringa oleifera Lam.) PENGHASIL INHIBITOR XANTIN OKSIDASE
MENGGUNAKAN PENDEKATAN MOLEKULAR

Tri Winarto
1704015271

Tanaman kelor diketahui mengandung metabolit sekunder yang berkhasiat
sebagai antihiperurisemia. Dalam jaringan tanaman terdapat bakteri endofit yang
dapat bersimbiosis dengan tanaman inangnya dan mampu menghasilkan metabolit
sekunder. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengetahui potensi, dan
mengidentifikasi bakteri endofit penghasil inhibitor xantin oksidase dari batang
kelor secara molekuler berdasarkan analisis gen 16S rRNA. Hasil isolasi bakteri
endofit didapat empat isolat bakteri yaitu BKAL, BKA2, BKA3, dan BKA4. Isolat
bakteri endofit batang kelor dengan kode BKA4 menunjukan potensi sebagai
inhibitor xantin oksidase terbesar. Isolat yang memiliki potensi penghambatan
terbesar selanjutnya diisolasi DNA genomiknya dengan Geno Plus™ Genomic
DNA Extraction Miniprep System dan diamplifikasi dengan gen 16S rRNA
menggunakan primer 63f dan 1387r. Amplikon selanjutnya dipurifikasi dan
disekuensing yang dilakukan di 1% BASE Laboratories, Malaysia. Isolat bakteri
endofit BKA4 dari batang kelor berhasil diidentifikasi secara molekuler memiliki
tingkat kemiripan 99,46% dengan Bakteri Bacillus velezensis strain CBMB205
serta dapat didefinisikan kemiripannya pada tingkat spesies.

Kata Kunci: bakteri endofit, kelor, antihiperurisemia, gen 16S rRNA, PCR,
sekuensing DNA, inhibitor xantin oksidase.
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Asam urat adalah hasil produksi oleh tubuh yang keberadaan dalam darah
maupun urin dapat normal (Misnadiarly, 2007). Pada kondisi normal seseorang
memproduksi 600 — 800 mg asam urat per hari, kurang dari 600 mg diekskresi
melalui urin dan sisanya melalui feses. Kadar asam urat dengan konsentrasi tinggi
merupakan respon dari degradasi purin atau ekskresi yang rendah (Priyanto,
2009). Asam urat dapat terbentuk melalui oksidasi hipoxantin dan xantin yang
dikatalis oleh xantin oksidase. Allopurinol merupakan inhibitor xantin oksidase
yang mampu menurunkan konsentrasi asam urat dalam plasma (Morrow dan
Roberts, 2003). Penggunaan bahan alam dalam pengobatan asam urat juga dapat
dilakukan dengan mengunakan tanaman kelor (Putra dkk., 2019).

Tanaman kelor (Moringa oleifera Lam.) merupakan tumbuhan dalam
bentuk pohon, biasanya ditanam sebagai pembatas di halaman rumah atau ladang.
Semua bagian tanaman kelor seperti akar, batang, daun, bunga, dan buah memiliki
kandungan berkhasiat yang dapat dijadikan sebagai obat (Krisnadi, 2015). Yumita
et al (2013) melaporkan bahwa akar kelor memiliki penghambatan terhadap
enzim xantin oksidase dengan ICsy sebesar 2,08 ppm. Pribadi dan Widiartini
(2019) melaporkan bahwa ekstrak etanol daun kelor dengan berbagai dosis dapat
menurunkan kadar asam urat serum dan kadar TNF-alpha tikus putih model
hiperurisemia. Berdasarkan penelitian diatas, batang dari tanaman kelor diduga
memiliki senyawa bioaktif yang sama dalam menurunkan kadar asam urat.
Kandungan senyawa bioaktif pada batang kelor dapat dimanfaatkan dengan cara
mengisolasi mikroorganisme yang terdapat pada jaringan tanaman yaitu mikroba
endofit (Kumala, 2014).

Mikroba endofit adalah mikroorganisme yang hidup berkoloni pada jaringan
tanaman dalam kurun waktu tertentu dan tidak merugikan tanaman inangnya.
Pengisolasian mikroba endofit dapat dilakukan pada semua jaringan tanaman,
mulai dari pohon berkayu, herba, rumput-rumputan, dan alga. Pengisolasian
berdasarkan pada seleksi dan penapisan (screening) untuk mengetahui mikroba

endofit secara lebih spesifik (Kumala, 2014). Angelina (2016) melaporkan
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masing-masing dua isolat bakteri endofit dari ranting dan daun kelor, yaitu tiga
isolat bakteri Gram positif dan satu isolat bakteri Gram negatif yang mampu
menghasilkan senyawa antibakteri. Ilmi et al (2018) melaporkan diperoleh empat
isolat bakteri endofit dari kulit batang kelor memiliki hubungan genetik paling
dekat dengan Bacillus cereus JL dan Bacillus cereus strain ATCC 14579 yang
berpotensi antibakteri. Berdasarkan Penelitian dari Angelina (2016) dan IImi et al
(2018) perlu dilakukan isolasi bakteri endofit batang kelor sebagai inhibitor enzim
xantin oksidase.

Isolasi merupakan langkah awal untuk mendapatkan bakteri endofit yang
terdapat pada batang kelor. Isolasi DNA merupakan teknik ekstraksi dan
purifikasi DNA dari suatu sel sebagai tahap awal suatu analisis genetik (Nurhayati
dan Darmawati, 2017). Media yang digunakan untuk isolasi yaitu bervariasi,
tergantung dari jenis mikroba yang akan diisolasi. Isolasi bakteri endofit dapat
dilakukan dengan menggunakan media Nutrient Agar (NA). Waktu isolasi bakteri
endofit yaitu selama 1 — 2 hari dan diinkubasi pada suhu 37 °C. Isolat yang didapat
kemudian dilakukan identifikasi untuk mengetahui spesies bakteri yang terdapat
pada batang kelor (Kumala, 2014).

Identifikasi bakteri endofit batang kelor dilakukan dengan cara identifikasi
molekuler menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Mesin PCR
merupakan suatu teknik yang digunakan untuk memperbanyak basa-basa
Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) yang dibatasi oleh pasangan primer (Nurhayati
dan Darmawati, 2017). Teknik PCR menggunakan gen 16 rRNA sebagai penanda
yang merupakan subunit dari ribosom prokariotik. Penggunaan gen 16 rRNA
sebagai sekuen karena gen pengkode 16S rRNA terdapat pada hampir seluruh
jenis bakteri, kelompok multigen, dan operon. Pada identifikasi mikroorganisme
menggunakan metode biologi molekuler sequencing digunakan untuk
menentukan sequence (urut-urutan) suatu gen, kelompok gen, operon, satu
kromosom, dan seluruh genom. Untuk mencari padanan sequence nukleotida
dapat dilakukan dengan menggunakan program Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (Kumala, 2014).

Berdasarkan uraian di atas pada penelitian ini dilakukan isolasi dan

identifikasi molekuler bakteri endofit pada batang kelor. Tahap awal dari
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penelitian ini yaitu melakukan isolasi bakteri endofit pada batang kelor
menggunakan metode tanam langsung pada medium NA setelah sterilisasi
permukaan. Isolat yang didapat dilakukan skrining potensi bakteri endofit
penghasil inhibitor xantin oksidase. Setelah didapatkan isolat yang paling
potensial, dilakukan isolasi DNA, amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan PCR
yang hasilnya dianalisis dengan elektroforesis, dilanjutkan dengan proses
sekuensing. Hasil sekuen selanjutnya dilakukan penyejajaran terhadap gen serupa
yang tersimpan di GenBank menggunakan program BLAST.
B. Permasalahan Penelitian

Belum diketahuinya isolat bakteri endofit batang kelor (Moringa oleifera
Lam.) penghasil inhibitor xantin oksidase. Berdasarkan latar belakang di atas,
maka perlu dilakukannya isolasi dan identifikasi isolat bakteri endofit batang
kelor yang memiliki potensial terbesar penghasil inhibitor xantin oksidase
menggunakan pendekatan molekular.
C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi isolat
bakteri endofit batang kelor (Moringa oleifera Lam.) yang memiliki potensial
terbesar penghasil inhibitor xantin oksidase menggunakan pendekatan molekular.
D. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat ditindaklanjuti untuk
pengembangan kualitas bakteri melalui teknik rekyasa genetika sebagai upaya

untuk meningkatkan kemampuan produksi senyawa bahan aktif.
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