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ABSTRAK
ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI ENDOFIT DAUN BINAHONG
(Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) SEBAGAI INHIBITOR XANTIN
OKSIDASE DENGAN TEKNIK PCR

Nur Azizah
1704015086

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup berkoloni dalam organ tanaman dalam
kurun waktu tertentu tanpa merugikan tanaman inangnya. Bakteri endofit
memiliki kemampuan memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai dengan
tanaman inangnya. Bakteri endofit daun binahong diketahui berkhasiat sebagai
antihiperurisemia. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi
molekular bakteri endofit yang memiliki potensial terbesar sebagai penghasil
inhibitor xantin oksidase pada daun binahong menggunakan teknik PCR. Hasil
isolasi bakteri endofit didapat tiga isolat bakteri yaitu DBE1, DBE2, dan DBE3.
Isolat bakteri DBE3 menunjukkan potensi penghambatan terbesar. Isolat yang
memiliki potensi penghambatan terbesar selanjutnya diisolasi DNA genomiknya
dan diamplifikasi dengan gen 16S rRNA menggunakan primer 63f dan 1387r.
Hasil amplikon, selanjutnya dipurifikasi dan disekuensing. Hasil sekuensing
dilakukan alignment sekuens DNA dengan data yang ada pada Genbank
menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Isolat bakteri endofit
DBES3 dari Daun Binahong berhasil diidentifikasi dan memiliki tingkat kemiripan
84,21% dengan bakteri Bacillus subtilis strain NCDO 1769.

Kata Kunci: Bakteri endofit, binahong, gen 16S rRNA, PCR.
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Asam urat merupakan produk akhir dari degradasi purin yang bersumber
dari dalam tubuh atau diet dan dianggap sebagai sampah yang harus dibuang
(Priyanto, 2009). Pembentukan asam urat dikatalisis oleh enzim xantin oksidase
yang merubah metabolisme purin dan hipoxantin menjadi xantin lalu akhirnya
menjadi asam urat (Boroujerdi, 2015). Penghambatan xantin oksidase pada
manusia dapat dilakukan dengan terapi antihiperurisemia untuk menurunkan
kadar asam urat dengan menggunakan obat urikosurik atau obat yang bekerja
menghambat xantin oksidase (Pacher et al. 2006). Obat pilihan yang dapat bekerja
menghambat xantin oksidase saat ini ialah allopurinol dan metabolit utamanya
oxipurinol (Priyanto, 2009). Allopurinol bekerja dengan menghambat biosintesis
akhir dari asam urat (Morrow dan Roberts 2003). Selain dengan penggunaan
allopurinol penghambatan xantin oksidase juga dapat dilakukan salah satunya
dengan tanaman binahong.

Tanaman binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) merupakan
tanaman hias di Indonesia yang dimanfaatkan sebagai obat tradisional untuk
berbagai macam penyakit. Bagian dari tanaman binahong yang sering
dimanfaatkan sebagai obat ialah daunnya untuk membantu menurunkan kadar
asam urat serta meringankan gejala rematik (BPOM, 2016). Lidinilla (2014)
melaporkan ekstrak etanol 70% dari daun binahong dapat menurunkan kadar asam
urat tikus putih yang diinduksi kafein dengan presentase sebesar 91,83% pada
dosis 200 mg/kgBB. Ladeska dkk. (2019) melaporkan subfraksi etanol 70% daun
binahong mempunyai aktivitas sebagai antihiperurisemia sebanding dengan
allopurinol. Senyawa metabolit sekunder dari daun binahong antara lain
flavonoid, steroid, triterpenoid, dan saponin (Surbakti dkk. 2018). Strobel and
Daisy (2003) melaporkan bahwa dalam jaringan tanaman terdapat mikroba yang
ikut berperan dalam proses pembentukan senyawa yang disebut dengan mikroba
endofit.

Mikroba endofit adalah mikroorganisme yang hidup berkoloni di dalam

organ tanaman dalam kurun waktu tertentu tanpa merugikan tanaman inangnya.
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Mikroba endofit dapat diisolasi dari berbagai jenis tanaman mulai dari pohon
berkayu, herba, rumput-rumputan, dan alga. Mengetahui endofit secara lebih
spesifik diperlukan seleksi dan penapisan (screening) dalam proses pengisolasian
(Kumala, 2014). Desriani dkk. (2014) melaporkan bahwa terdapat 37 isolat
bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari tanaman binahong dan 15 isolat
diantaranya menghasilkan senyawa aktif antibakteri. Fadhilah (2016) melaporkan
bahwa terdapat 7 isolat bakteri endofit yang berbeda berhasil diisolasi dari
tanaman binahong, yaitu 5 isolat bakteri gram positif dan 2 isolat bakteri gram
negatif yang mampu menghasilkan senyawa antibakteri. Berdasarkan penelitian
Desriani dkk. (2014) dan Fadhilah (2016), perlu dilakukan isolasi dan identifikasi
bakteri endofit daun binahong terhadap penghambatan enzim xantin oksidase.

Isolasi mikroba dilakukan untuk memilih mikroba yang paling tepat dalam
menghasilkan senyawa yang diinginkan (Istianah dkk. 2018). Isolasi mikroba
endofit dilakukan dengan menggunakan dua metode yaitu metode sterilisasi
permukaan dan metode tanam langsung. Media yang digunakan untuk mikroba
endofit berbeda-beda disesuaikan dengan jenis mikrobanya. Media Nutrient Agar
(NA) adalah media yang digunakan untuk isolasi bakteri endofit dengan keadaan
pH basa pada media pertumbuhan perlu diperhatikan agar bakteri endofit dapat
tumbuh baik. Waktu yang diperlukan untuk isolasi bakteri endofit ialah 1 — 2 hari
dan diinkubasi pada suhu 37 °C (Kumala, 2014). Pada proses isolasi perlu
dilakukan identifikasi bakteri endofit untuk mengetahui jenis bakteri endofit
penghambat xantin oksidase.

Identifikasi bakteri endofit penghambat enzim xantin oksidase dapat
dilakukan secara molekular yaitu dengan menggunakan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR) dan metode Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) sequencing.
Sequencing merupakan modifikasi amplifikasi DNA pada teknik PCR (Sogandi,
2018). Reaksi polimerase berantai atau dikenal sebagai PCR merupakan suatu
proses sintesis enzimatik untuk mengamplifikasi nukleotida secara in vitro
(Fatchiyah dkk. 2011). Analisis molekular menggunakan teknik PCR dilakukan
dengan sequencing menggunakan gen pengkode 16S rRNA. Gen 16S rRNA
digunakan sebagai sekuens karena gen ini terdapat pada hampir seluruh jenis
bakteri dalam bentuk multigen atau operon. Proses selanjutnya setelah sequencing
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yaitu dilakukan alignment sekuens menggunakan Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (Kumala, 2014).

Berdasarkan uraian di atas maka pada penelitian ini dilakukan isolasi dan
identifikasi molekular bakteri endofit pada daun binahong. Penelitian diawali
dengan mengisolasi bakteri endofit yang terdapat pada daun binahong untuk
mendapatkan isolat murni. Isolasi bakteri dilakukan menggunakan metode tanam
langsung dengan medium NA. Isolat murni yang didapat, selanjutnya dilakukan
skrining potensi bakteri endofit inhibitor xantin oksidase. Hasil isolat bakteri
endofit yang paling potensial dilakukan isolasi DNA dan amplifikasi gen 16S
rRNA menggunakan teknik PCR. Selanjutnya amplikon disekuensing, hasil
sekuensing dilakukan alignment sekuens DNA dengan data yang ada di Genbank.
B. Permasalahan Penelitian

Permasalahan pada penelitian ini ialah belum diketahuinya jenis isolat
bakteri penghasil inhibitor xantin oksidase pada daun binahong (Anredera
cordifolia (Ten.) Steenis). Identifikasi pada isolat bakteri endofit daun binahong
yang memiliki potensial terbesar sebagai penghasil inhibitor xantin oksidase perlu
dilakukan. Teknik yang paling tepat dan akurat untuk identifikasi isolat daun
binahong ini ialah teknik PCR. Menggunakan sekuen gen 16S rRNA yang
kemudian hasilnya disekuensing lalu dilakukan alignment terhadap gen serupa
yang dimiliki oleh Genbank. Hasil yang didapat berupa identitas isolat bakteri
endofit daun binahong.

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi molekular
bakteri endofit yang memiliki potensial terbesar sebagai penghasil inhibitor xantin
oksidase pada daun binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) menggunakan
teknik PCR.

D. Manfaat Penelitian

Diharapkan dapat ditindaklanjuti pengembangan kualitas bakteri melalui

teknik rekayasa genetika sebagai upaya dalam meningkatkan kemampuan

produksi senyawa bahan aktif yang berasal dari bahan alam.
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