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ABSTRAK

ISOLASI DAN IDENTIFIKASI MOLEKULER POTENSI INHIBITOR
XANTIN OKSIDASE BAKTERI ENDOFIT KULIT KAYU SECANG
(Caesalpinia sappan L.)

HERIYANDI
1704015336

Mikroba endofit adalah mikroba hidup dalam jaringan tumbuhan tanpa
menimbulkan gejala penyakit pada tanaman inangnya. Kemampuan mikroba
endofit dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai dengan tanaman
inangnya. Tanaman yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif mikroba endofit
yaitu kulit kayu secang (Caesalpinia sappan L.). Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi, mengetahui potensi bakteri endofit penghambatn xantin oksidase
dari kulit kayu secang dan melakukan identifikasi hasil analisis sekuen 16S rRNA.
Hasil isolasi didapat tiga isolat yang diberi kode KKS1, KKS2, dan KKS3. Isolat
KKS2 pada pengujian skrining potensi memiliki aktivitas terbesar
penghambatannya. Isolat bakteri endofit kemudian dilakukan isolasi DNA
genomiknya dengan Geno Plus™ Genomic DNA Extraction Miniprep System dan
diamplifikasi menggunakan primer 63f dan 1387r. Amplikon kemudian
disekuensing dan dipurifikasi yang dilakukan di 1%t BASE Laboratories, Malaysia.
Hasil sekuensing kemudian dilakukan penyejajaran melalui program BioEdit dan
dibaca pada blast, didapat bakteri yang memiliki tingkat kemiripan 99,52%
dengan bakteri Enterobacter hormaechei subsp xiangfanensis strain 10-17.

Kata Kunci : Bakteri endofit, kulit kayu secang, xantin oksidase, gen 16S rRNA,
PCR, sekuensing DNA.
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Mikroba endofit adalah mikroba yang hidup dalam jaringan tumbuhan tanpa
menimbulkan gejala penyakit dan bersimbiosis dengan tanaman inangnya.
Mikroba endofit dapat diisolasi dari semua tanaman tetapi diperlukan seleksi dan
penapisan untuk mengetahui bakteri secara lebih spesifik (Kumala 2014). Setiap
tanaman dapat mengandung satu atau lebih mikroorganisme endofit yang terdiri
dari fungi dan bakteri. Bagian organ atau jaringan tanaman tertentu mengandung
mikroba endofit tertentu pula yang berbeda satu sama lainnya. Kemampuan
mikroba endofit yaitu dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai
dengan tanaman inangnya (Radji 2005). Salah satu tanaman yang dapat
menghasilkan senyawa bioaktif mikroba endofit yaitu kulit kayu secang.

Kulit kayu secang (Caesalpinia sappan L.) merupakan tumbuhan semak
atau perdu yang kayunya dapat mulai dipanen sejak umur 1-2 tahun (Sari dan
Suhartati 2010). Tanaman secang tumbuh pada iklim tropis yang memiliki
persebaran yang sangat luas diberbagai daerah seperti Sumatera, Jawa, Bali, Nusa
Tenggara, Sulawesi, dan Maluku (Depkes RI 2000). Kayu secang mengandung
asam galat, brazilin, oscimene, resin, resorcin, minyak atsiri, dan tanin (Hariana
2008). Nguyen et al. (2020) melaporkan bahwa ekstrak kasar getah kayu secang
memiliki nilai 1Cso sebesar 14,7 ppm. Pertamawati dan Herdhiyuna (2015)
melaporkan bahwa ekstrak kulit kayu secang berfungsi sebagai anti asam urat
dengan persentase penghambatan sebesar 58,922%. Berdasarkan pada penelitian
sebelumnya diperkirakan bahwa kulit kayu secang dapat berpotensi sebagai obat
asam urat.

Asam urat merupakan produk akhir dari degradasi purin yang bersumber
dari dalam tubuh dan dianggap sebagai sampah yang harus dibuang (Priyanto
2009). Kadar asam urat di dalam darah bisa meningkat bila seseorang terlalu
banyak mengkonsumsi makanan yang mengandung purin tinggi seperti daging,
kerang, jeroan, dan hati. Asam urat adalah asam lemah yang pada pH normal akan
terionisasi di dalam dan jaringan menjadi ion urat. Inhibitor enzim xantin oksidase

merupakan enzim yang mengkatalisis hidroksilasi hipoxantin menjadi xantin dan
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xantin menjadi asam urat (Kosti¢ et al. 2015). Asam urat tergolong normal bila
kadarnya pada pria di bawah 7 mg/dl dan wanita di bawah 6 mg/dl sebelum
pubertas sekitar 3,5 mg/dl (Misnadiarly 2007). Obat sintetik banyak digunakan
untuk mengatasi asam urat akan tetapi memiliki efek samping merugikan,
sehingga alternatif pengobatan dengan mengisolasi bakteri endofit dari bahan
alam perlu dilakukan.

Isolasi dilakukan pada bagian tanaman seperti ranting, daun, dan buah yang
digunakan sebagai sampel untuk memperoleh isolat endofit. Metode yang
digunakan untuk isolasi endofit dengan cara sterilisasi permukaan dan teknik
tanam langsung. Media yang digunakan untuk isolasi bakteri endofit yaitu
Nutrient Agar (Kumala 2014). Mikroba yang dikehendaki dapat berupa mikroba
dalam bentuk tunggal (pure culture) atau campuran (mixed culture) tergantung
dari sampel yang dikehendaki (Istianah 2018). Inkubasi dilakukan menggunakan
inkubator yang sesuai, isolasi bakteri dilakukan selama 2 hari pada suhu 37°C
(Kumala 2014). Hasil isolat yang didapat kemudian dilakukan identifikasi untuk
mengetahui spesies bakteri yang terdapat pada kulit kayu secang sebagai
penghamabat enzim xantin oksidase.

Identifikasi bakteri endofit dapat dilakukan dengan menggunakan metode
Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) sekuensing dan Polymerase Chain Reaction
(PCR). Proses sintesis enzimatik pada PCR digunakan untuk mengamplifikasi
fragmen DNA secara in vitro (Sogandi 2018). Pada identifikasi bakteri digunakan
gen pengkode 16S rRNA sebagai penanda molekuler pada seluruh organisme
(Kumala 2014). Alat PCR menggunakan DNA polimerase untuk membuat
duplikat DNA komplementer yang sesuai dengan daerah yang diamati (Ngili
2009). Proses PCR untuk memperbanyak DNA terdiri dari serangkaian siklus
yang berulang yaitu denaturasi, annealing, dan elongasi (Radji 2011). Pada proses
PCR, DNA untai ganda hasil isolasi suatu organisme diantaranya direaksikan
dengan komponen PCR vyang terdiri dari enzim DNA polymerase,
deoxynucleoside triphosphate (ANTPs), magnesium klorida (MgCl2), dan primer
yang mengawali sintesis DNA (Nurhayati dan Darmawati 2017).

Berdasarkan uraian di atas penelitian ini dilakukan isolasi dan identifikasi

molekuler bakteri endofit kulit kayu secang. Langkah awal yaitu bakteri endofit
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diisolasi dari kulit kayu secang, kemudian dilakukan kultivasi untuk diuji potensi
penghambatan xantin oksidase. Bakteri endofit yang memiliki potensi
penghambatan terbesar diisolasi DNA genomiknya dan diamplifikasi dengan
teknik PCR. Hasil amplifikasi DNA selanjutnya dilakukan analisis dengan
elektroforesis dan sekuensing terhadap gen 16S rRNA. Hasil sekuen yang didapat
kemudian dilakukan alignment dengan data yang tersimpan di GenBank
menggunakan program Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
Perbandingan ini dilakukan dengan tujuan untuk melihat tingkat homologi atau
kemiripan informasi genetik bakteri endofit dengan informasi gen yang tersedia.
B. Permasalahan Penelitian

Pada penelitian ini belum diketahuinya jenis isolat bakteri endofit pada kulit
kayu secang (Caesalpinia sappan L.) penghambat xantin oksidase. Isolasi dan
identifikasi isolat bakteri endofit kulit kayu secang yang memiliki potensial
terbesar penghambatan xantin oksidase perlu dilakukan. Teknik yang paling tepat
dan akurat adalah teknik Polymerase Chain Reaction (PCR), kemudian dilakukan
alignment dengan data yang ada di GenBank.
C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan identifikasi molekuler isolat
bakteri endofit yang memiliki potensi terbesar sebagai penghambat xantin
oksidase pada kulit kayu secang (Caesalpinia sappan L.) dengan menggunakan
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR).
D. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat ditindak lanjuti dengan
upaya pengembangan kualitas isolat bakteri endofit pada kulit kayu secang
(Caesalpinia sappan L.) melalui teknik rekayasa genetik untuk meningkatkan

kemampuan produksi senyawa bahan alam.
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