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Abstract

The isolation of endophytic fungi (penicilium sp) from binahong stem had been
undertaken with the objective to determine its content of secondary metabolites and its
antibacterial activity. The content of secondary metabolites was analyzed with HPLC and its
antibacterial activity was measured using paper disc diffusion method. The results showed that
there were four compounds in the HPLC chromatogram detected at 235 nm. The antibacterial
activity for methanol and ethyl acetate extracts were observed for its diameter of zone inhibition
at 18.2 mm and 16.7 mm for S.aureus and 17.8 mm and 16.3 mm for E. Coli.
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Abstrak

Telah dilakukan isolasi jamur endofit jenis Penisilium sp dari batang binahong untuk
mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder dan aktivitas antibakterinya. Penentuan
kandungan senyawa dianalisis menggunakan HPLC dan pengujian aktivitas antibakteri
menggunakan metode metode difusi cakram kertas. Hasil analisis menunjukan ada empat
senyawa pada kromatogram HPLC yang dideteksi panjang gelombang 235 nm. Aktivitas
antibakteri pada ekstrak methanol dan ekstrak etil asetat berturut-turut adalah 18.2 mm dan
16.7 mm untuk S.aureus serta 17.8 mm dan 16.3 mm untuk E. Coli.

Kata kunci : jamur endofit, Penisilium sp, batang binahong, metabolit sekunder

PENDAHULUAN

Penelitian tentang jamur endofit sebagai penghasil senyawa yang baru dan mempunyai
aktivitas biologis berkembang dengan sangat pesatnya. Dengan demikian, organisme endofitik
memilik potensi yang sangat besar untuk dieksploitasi, sehingga dapat menghasilkan senyawa

yang bergtna™™*.

*Corresponding Author: Jl. Adisucipto-Penfui Kupang 85110 telp.(+62380)8037977,
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Tanaman binahong terdapat di NTT secara empiris dapat menyembuhkan berbagai
jenis penyakit. Seluruh bagian tanaman menjalar ini berkhasiat mulai dari akar, batang dan
daunnya'™. Oleh karena itu, diperkirakan jamur endofit yang terdapat dalam tanaman ini

memiliki kandungan senyawa drug atau lead drug yang selanjutnya dapat dikembangkan.

Hasil dan Pembahasan

Karakteristi Media Agar PDA (Potato dextrose agar)

Pada proses isolasi dan pemurnian jamur media yang digunakan adalah Potato
Dextrose Agar (PDA) sebagai makanan dan nutrisi untuk pertumbuhan jamur. Penanaman
kultur dilakukan pada media agar PDA dikarenakan dalam media agar tersebut terkandung
nutrien-nutrien penting yang dibutuhkan oleh jamur untuk perumbuhannya. Di dalam PDA
terdapat beberapa komponen utama antara lain ekstrak kentang, dekstrosa, protein dan agar-
agar.

Dalam pembuatan media PDA ditambahkan kloramfenikol yang berperan sebagai antibiotik
untuk menghambat pertumbuhan bakteri dan menghindari terjadinya kontaminasi dengan
mikroba disekitar.

Isolat jamur endofit

Jamur endofit yang dihasilkan dari tumbuhan inang dapat menghasilkan jenis isolat
yang berbeda-beda dan jumlah bervariasi.. Hal ini merupakan mekanisme adaptasi dari endofit
terhadap mikroekologi dan kondisi fisiologis yang spesifik dari masing-masing tumbuhan inang.
Dari pengamatan bahwa jamur tumbuh pada media PDA setelah hari kedua. Jamur yang telah

tumbuh kemudian dilakukan pemurnian untuk mendapatkan isolat murni.

Isolat murni jamur endofit
Pemurnian jamur bertujuan untuk memisahkan koloni endofit dengan mengamati perbedaan
morfologi koloni. Pada umumnya jamur hidup dalam suhu ruangan sehingga sampel diinkubasi
pada suhu ruangan. Setelah jamur endofit berhasil dimurnikan, kemudian setiap 2 minggu
diremajakan pada media PDA agar jamur tidak berada dalam fase kematian.
Berdasarkan hasil pengamatan menunjukan peremajaan yang dilakukan pada jamur
endofit batang binahong. menunjukan pada hari ketiga jamur sudah mulai tumbuh pada
permukaan media PDA, dan jamur semakin banyak memenuhi permukaan media PDA pada

hari ke tujuh.
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Dari hasil pengamatan secara makroskopis isolat diatas teridentifikasi sebagai jamur
penicillium. Berdasarkan ciri makroskopis bahwa koloni biasanya tumbuh cepat, dalam nuansa
hijau, kadang-kadang putih, sebagian besar terdiri dari konidiofor yang padat. Penicillium
dikenali dari struktur bantalan spora seperti sikat yang disebut penicilli (penicillus). Konidiofor
sederhana atau bercabang dan diakhiri oleh kelompok phialides berbentuk labu. Spora (konidia)
diproduksi dalam rantai kering dari ujung phialides, dengan spora termuda di dasar rantai, dan
hampir selalu hijau. Hal ini diperkuat berdasarkan hasil foto mikoskop teridentifikasi sebagai
jamur penicillium dengan ciri-ciri memberikan penampilan seperti sikat (penicillus). Penicillus
berisi cabang dan metulae (cabang kedua dari belakang yang mengandung lingkaran
phialides). Konidia berada dalam rantai kering yang panjang, divergen atau dalam kolom,
berbentuk bulat, silinder, hialin atau kehijauan, halus dan berdinding kasar.

Kandungan Senyawa Kimia Jamur Endofit

Media yang digunakan dalam kultivasi ini adalah media beras cap nona kupang sebagai
pemberi nutrisi seperti karbohidrat dan air yang sebelumnya di disterilkan dengan autoclave.
Pada tahap kultivasi ini jamur ditumbuhkan pada media nasi selama 30 hari dengan tujuan
jamur dapat tumbuh memenuhi seluruh permukaan media nasi sampai pada dasar.

Jamur mulai tumbuh pada permukaan media nasi pada hari ke-4. Hal ini dapat dilihat dari
hifa jamur yang sudah mulai tumbuh di permukaan media nasi. kultivasi jamur dilakukan selama
1 bulan dengan tujuan agar jamur dapat tumbuh mencapai dasar erlenmeyer sehingga
menghasilkan senyawa bioaktif yang lebih banyak.

Pelarut yang digunakan dalam proses maserasi ini adalah methanol sebanyak 200 ml.
Kisaran waktu perendaman selama 4 hari, agar waktu kontak pelarut dengan sampel semakin
banyak dan senyawa aktif yang diekstrak semakin banyak

Berdasarkan hasil evaporasi berat ekstrak yang diperoleh yaitu botol 1 : 14,8 gram, botol
2: 14,34 gram dan berat sampel botol 3: 16,61 gram. Ekstrak tersebut telah menghasilkan
rendemen sebesar 11,4375% dari total 400 mL larutan terekstrak. Ekstrak kemudian dipartisi.

. Pada proses partisi ini ekstrak metanol dicampurkan ke dalam pelarut etil asetat sebanyak
200 ml dan ditambahkan dengan akuades dan di evaporasi pada suhu 40 °C Berdasarkan hasil
evaporasi berat ekstrak yang diperoleh sebesar 0,203 gram dengan rendemen sebesar
0,1015%.
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Analisis Ekstrak High Perfomance Liquid Choromatography (HPLC)

Hasil Analisis HPLC jamur endofit ekstrak metanol batang binahong dapat dilihat pada
Gambar 1.

Gambar 1. Kromatogam HPLC Ekstrak methanol batang binahong

Berdasarkan Gambar 1 bahwa ekstrak batang binahong yang dianalisis menghasilkan
kromatogram dalam bentuk peak. Peak yang ditampilkan muncul pada menit 1.373, laju alir 1
ml/menit dengan waktu 15 menit dengan panjang gelombang 204 nm. Peak tertinggi berada
Pada retention time 1.607 dengan tinggi 280 nm menggunakan jenis kolom ACE 5 C18 dengan
ukuran kolom 150 x 4.6 mm ACE-121-1346 A87562.

Analisis HPLC Ekstrak etil setat batang bihanong hasil partisi

Gambar 2. Kromatogam HPLC ekstrak etil asetat hasil partisi

Berdasarkan Gambar 2 menunjukan bahwa pada menit 0,100 peak pertama muncul dan
peak tertinggi muncul pada retention time 1.670 dengan tinggi peak 2.800 nm dan panjang
gelombang 204 nm pada laju alir 1 ml/menit Selma 15 menit menggunakan jenis kolom ACE 5
C18 dengan ukuran kolom 150 x 4,6 mm ACE-121-1346 A87562.
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Aktivitas Antibakteri
a. Metode Pecandang

Pada penentuan daya hambat setiap bakteri patogen, digunakan antibiotik tetrasiklin 200
puL dengan konsentrasi 30 mg/mL sebagai kontrol positif dan akuades 200 pL sebagai kontrol
negatif, sedangkan sampel yang digunakan adalah ekstrak methanol 5 mg yang diencerkan

dalam 1 mL metanol.

Tabel 1. Diameter daerah hambatan pertumbuhan bakteri oleh ekstrak methanol jamur endofit
batang binahong menggunakan pecandang.
Diameter Daerah Hambat (mm)

No Jenis Bakteri  Ekstrak methanol Tetrasiklin Akuades
jamur endofit (kontrol positif) (kontrol negatif)
batang binahong (200 L) (200 pL)
(200 L)
1 Staphylococus
18,2 18,9 0
aureus camp
2 Escherichia
17,8 18,9 0

coli 0175H7

Berdasarkan data Tabel 1, hasil uji aktivitas antibakteri dari ekstrak methanol jamur
endofit dari batang binahong terhadap bakteri gram positif (Staphylococus aureus) memiliki
daya hambat bakteri sebesar 18,2 mm dan pada gram negatif (Escerichia coli) memiliki daya
hambat bakteri sebesar 17,8 mm. Sedangkan pada kontrol positif menggunakan antibiotik
tetrasiklin memiliki daya hambat terhadap bakteri gram positif (Staphylococus aureus) sebesar
18,9 mm dan bakteri gram negatif (Escerichia coli) yaitu 18,9 mm. sedangkan pada kontrol
negatif menggunakan aquades tidak memiliki daya hambat.

b. Metode Cakram Kertas

Diteteskan 10 pL ekstrak yang merupakan hasil partisi dengan pelarut etil asetat
sebanyak 3 mg diencerkan dengan methanol 100 pL dan akuades 900 pL (1 : 9), sedangkan
antibiotik tetrasiklin dengan konsentrasi 30 mg/mL sebagai kontrol positif dan kontrol negatif
yang digunakan adalah metanol 100 puL dan akuades 900 uL (1 : 9). Aktivitas antibakteri dapat

dilihat pada daerah jernih di sekitar kertas cakram.
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Tabel 2. Diameter daerah hambatan pertumbuhan bakteri oleh ekstrak etil asetat hasil partisi
menggunakan kertas cakram.

Diameter Daerah Hambat (mm)

No Jenis Bakteri  Ekstrak methanol Tetrasiklin Methanol
jamur endofit (kontrol positif) +Akuades
batang binahong (10 pL) (kontrol negatif)
(10 L) (10 pL)
1 Staphylococus
16,7 17,4 14,8
aureus camp
2 Escherichia
16,3 18,9 14,4

coli 0175H7

Berdasarkan data Tabel 2, hasil uji aktivitas antibakteri dari ekstrak hasil partisi jamur
endofit dari batang binahong terhadap bakteri gram positif (Staphylococus aureus) memiliki
daya hambat bakteri sebesar 16,7 mm dan pada gram negatif (Escerichia coli) memiliki daya
hambat bakteri sebesar 16,3 mm. Sedangkan pada kontrol positif menggunakan antibiotik
tetrasiklin memiliki daya hambat terhadap bakteri gram positif (Staphylococus aureus) sebesar
17,4 mm dan bakteri gram negatif (Escerichia coli) yaitu 18,9 mm. sedangkan pada kontrol
negatif methanol ditambahkan dengan aquades pada gram positif (Staphylococus aureus)
memiliki daya hambat bakteri sebesar 14,8 mm dan pada gram negatif (Escerichia coli) memiliki
daya hambat bakteri sebesar 14,4 mm.

Berdasarkan uji aktivitas antibakteri yang telah dilakukan, dapat dilihat bahwa ekstrak
methanol jamur endofit penisilium sp. menunjukkan kekuatan daya hambat. Jika dibandingkan
dengan antibiotik tetrasiklin yang telah teruji memiliki sifat antibakteri sangat kuat yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri hingga mampu menghambat pergerakan sampel ekstrak
lain.

Penentuan kekuatan aktivitas antibakteri ditentukan berdasarkan standar yang

dikemukakan oleh Greenwood yang dikutip oleh Pratama (2005) dapat dilihat pada Tabel 3.
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Tabel 3. Klasifikasi respon daerah hambatan pertumbuhan bakteri'®

Diameter Daerah Hambatan (mm) Respon Hambatan Pertumbuhan Bakteri
<5 Lemah
5-10 Sedang
10-20 Kuat
=20 Sangat Kuat

Pada uji aktivitas antibakteri menggunakan metode pecandang, didapatkan diameter
daerah hambat (DDH) yang sangat besar oleh karena itu untuk memastikan DDH tersebut
merupakan DDH dari ekstrak methanol jamur endofit dari batang binahong maka dilakukan lagi
uji mengunakan metode kertas cakram yang diketahui lebih efektif karena penggunaan
ekstraknya lebih sedikit dibandingkan dengan metode pecandang.

Tabel 3 menunjukkan bahwa DDH ekstrak jamur endofit dari batang binahong terhadap
bakteri gram positif maupun gram negatif termasuk dalam aktivitas antibakteri lemah. Hal ini
dikarenakan pada uji menggunakan metode pecandang ektrak tersebut diencerkan dengan
pelarut metanol yang diketahui memiliki sifat sebagai antiseptik sehingga memperbesar DDH.
jika DDH dari ekstrak dikurangi dengan DDH dari methanol + aquades diperoleh nilai yang kecil
yakni 1,9. Oleh sebab itu diduga bahwa ektrak dari jamur endofit dari batang binahong memiliki
aktivitas antibakteri yang lemah. Untuk uji antibakteri menggunakan metode kertas cakram,
bakteri gram negatif dan gram positif yang digunakan dalam penelitian ini memiliki konsentrasi
10® Cfu/mL. Bakteri tersebut telah dihambat dengan antibiotik tetrasiklin 10 pL dari konsentrasi
30 mg/mL dan 10 pL ekstrak methanol dari konsentrasi 3 mg/mL. Perbandingannya 10:1, yang
berarti jumlah ekstrak tersebut memiliki kandungan 10 kali lebih kecil dari antibiotik tetrasiklin.
Hal ini menunjukkan bahwa jika jumlah ekstrak jamur endofit dibuat dalam konsentrasi yang
lebih besar atau sama dengan tetrasiklin kemungkinan akan mampu menghasilkan daya
hambat bakteri yang kuat. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ekstrak methanol jamur endofit

dari batang binahong memiliki potensi antibiotik walaupun hanya sedikit.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil kromatogram HPLC pada ekstrak metanol dan ekstrak etil asetat
hasil partisi berturut-turut menunjukan empat senyawa dengan satu peak mayor sebagai
senyawa bioaktif yang muncul pada waktu retensi 1.607 dengan tinggi peak 280 nm dan waktu
retensi 1.670 dengan tinggi peak 2800 nm. Ekstrak methanol dari batang binahong termasuk

antibakteri lemah yaitu pada gram positif Staphylococus aureus camp. memiliki daya hambat
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bakteri sebesar 1,9 mm dan gram negatif Escerichia coli 0175H7 memiliki daya hambat bakteri

sebesar 1,9 mm.
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Laporan hasil penelitian program studi biologi Fakultas matematika dan ilmu pengetahuan
alam Institut teknologi sepuluh November.

Metode

Pembuatan PDA (Potato Dextrose Agar)

Sebanyak 19,5 gram PDA dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan ditambahkan dengan
0,02 gram kloramfenikol kemudian dilarutkan dengan 500 ml akuades. Setelah itu diautoclave
pada suhu 121 °C dengan tekanan 1,5 atm selama 30 menit. Hasil dari autoclave kemudian

didinginkan + 15 menit lalu dituang perlahan ke dalam cawan petri steril.

Isolasi Jamur Endofit

Sampel batang binahong dipotong menjadi bagian-bagian kecil dengan masing-masing
ukuran 0,5 x 0,5 cm. Potongan sampel kemudian direndam selama 30 detik secara bergantian
dengan alkohol 70% dan akuades, sebanyak 3x. Setelah itu potongan sampel ditiriskan dalam
cawan petri berisi tisue, lalu dipindahkan menggunakan pinset steril dan diletakkan di atas
media PDA dalam cawan petri. Setiap cawan petri dimasukkan 4 potongan sampel dan di

samping cawan petri diisolasi menggunakan parafilum kemudian diinkubasi pada suhu ruangan.

Pemurnian Jamur Endofit

Pemurnian jamur dilakukan dengan memotong jamur menjadi 3 bagian yaitu ujung,
tengah dan depan sampel. Selanjutnya bagian dari jamur tersebut diambil menggunakan jarum
ose yang sebelumnya dipijarkan terlebih dahulu di atas bunsen, kemudian diletakkan ke dalam

media PDA baru dalam cawan petri dan diinkubasi pada suhu ruangan.

Kultivasi
Persiapan Media

Sebanyak 100 gram beras cap nona kupang dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1000
mL, kemudian ditambahkan dengan 120 mL akuades. Setelah itu erlenmeyer ditutup dengan
kapas steril dan alumunium foil, lalu diautoclave pada suhu 121°C dengan tekanan 1,5 atm

selama 30 menit.



Chem. Notes 2019, 1(2), 1-11

Proses Kultivasi

Jamur endofit murni dibagi menjadi 4 bagian dan setiap bagian jamur dipotong kotak-
kotak 0,5 x 0,5 cm. Selanjutnya dimasukkan 5-7 potongan ke dalam masing-masing media
beras yang telah diautoclave. Kemudian erlenmeyer ditutup dengan kapas steril dan alumunium
foil, lalu diisolasi dengan parafilum. Setelah itu, disimpan pada suhu ruangan (25 °C) dan

diamati pertumbuhan jamur 3-4 minggu.

Maserasi

Jamur hasil kultivasi yang telah tumbuh memenuhi media beras hingga bagian dasar
erlenmeyer, selanjutnya dimasukkan metanol sebanyak 120 mL (b/v dalam mg/mL) lalu diaduk
hingga tercampur. Kemudian campuran didiamkan selama 4 hari dan disaring menggunakan
kertas saring whatman. Filtrat yang diperoleh kemudian dievaporasi dengan rotary evaporator
pada suhu 40 °C .

Analisis HPLC

Ekstrak metanol jamur endofit sebanyak 19,2 mg yang diperoleh dari hasil evaporasi
dihomogenkan dengan 1 mL etil asetat kemudian diambil 0,5 mL dan ditambahkan 1,5 mL
metanol HPLC 100 % kemudian dianalisis jumlah kandungan senyawa kimia dengan HPLC
menggunakan kolom analitik C18 (150 x 4,6 mm) dengan laju alir 0,5 mL/min dan waktu alir 20

menit.

Uji Aktivitas Antibakteri
Pembuatan Media

Sebanyak 2 gram Nutrien agar dilarutkan dengan 100 mL akuades, kemudian
dipanaskan sampai homogen. Nutrien agar yang ada disterilisasi dalam autoclave sampai suhu

121 °C. Nutrien agar dituang ke dalam cawan petri dan didiamkan sampai membentuk agar.

Preparasi Kultur Uji

Setiap isolat uji diinokulasi ke dalam Nutrien agar dan kemudian diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37 °C. Tahap selanjutnya, dibuat pengenceran bakteri 10' Cfu/mL dengan
standar kekeruhan Mc Farland. Jumlah sel yang hidup dipakai untuk diuji pada media hidup.
Pengujian Aktivitas Antibakteri

Kultur taburan (S.aereus, S.enteritidis dan E. coli) dibuat pada media Nutrien agar.

Kemudian dengan pinset yang steril, diambil potongan kertas saring berbentuk cakram dengan
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diameter 0,66 cm diletakan di permukaan kultur taburan, selanjutnya diteteskan ekstrak etil
asetat jamur endofit konsentrasi 5 mg/mL dan akuades dengan mikro pipet, dan diinkubasi lagi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Kemudian diameter zona hambat diukur dengan colony
counter. Daya penghambatan terlihat dengan adanya zona jernih di sekitar kertas saring.
Sensidisk atau pecandang diletakkan diatas permukaan media dan diisi 200 pL larutan
pembanding dan larutan uji. Untuk 1 medium terdiri dari 3 pecandang yang terbagi menjadi 1
kontrol positif berisi tetrasiklin 30 mg/ml, 1 kontrol negatif berisi akuades dan 1 pecandang berisi
ekstrak dengan konsentrasi 5 mg/mL. Setelah itu diinkubasi lagi pada suhu 37°C selama 24
jam. Kemudian diameter zona hambat diukur dengan colony counter. Daya penghambat terlihat
dengan adanya zona jernih disekitar pecandang.
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