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Isolasi Dan Karakterisasi Fungi Endofit Daun Tanaman Sirsak (Annona muricata
L.) Serta Uji Aktivitas Antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli

lImi Hidayah., Liliek Harianie, Oky Bagas Prasetya

ABSTRAK

Infeksi bakteri di Indonesia merupakan penyebab umum timbulnya suatu penyakit.
Staphylococcus aureus adalah bakteri yang dapat menginfeksi tubuh sehingga
menyebabkan infeksi saluran pernafasan akut. Bakteri Escherichia coli mampu
menginfeksi sehingga menyebabkan penyakit gastroenteritis. Upaya pengobatan yang
disebabkan bakteri dapat memanfaatkan fungi endofit. Fungi endofit mampu menghasilkan
senyawa metabolit sekunder yang berguna sebagai antibakteri. Fungi endofit tumbuh pada
daun jaringan tanaman sirsak (Annona muricata L.). Metode yang dilakukan pertama
isolasi fungi endofit daun tanaman sirsak . Fungi endofit hasil isolasi di purifikasi, sehingga
terdapat 3 isolat fungi dengan kode IDS 1, IDS 2 dan IDS 3. Fungi diidentifikasi secara
makroskopis dan mikroskopis untuk diketahui tingkat Divisi. Ekstrak fungi endofit diambil
untuk menghasilkan senyawa metabolit sekunder menggunakan metode fermentasi dan
ekstraksi menggunakan pelarut etil asetat dengan memperhitungkan hasil berdasarkan
kurva pertumbuhan fungi endofit. Analisa senyawa metabolit menggunakan uji fitokimia
metode kualitatif. Ekstrak fungi endofit diuji aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli menggunakan metode Kirby- Bauer (Kertas cakram). Hasil uji
aktivitas antibakteri berupa zona hambat yang diukur dengan jangka sorong digital. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa isolat IDS 1 termasuk kedalam Divisi Zygomycota. Isolat
IDS 2 dan IDS 3 termasuk kedalam Divisi Ascomycota. Isolat fungi endofit daun sirsak
mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang bervariasi yaitu alkaloid, tanin,
saponin dan fenolik. Isolat fungi endofit daun sirsak berpotensi sebagai antibakteri dengan
hasil diameter zona hambat yang bervariasi. Zona hambat hasil dari aktivitas antibakteri
fungi endofit daun sirsak terhadap bakteri Staphylococcus aureus IDS 1 sebesar 3,38 mm
dan IDS 3 sebesar 2,08 mm zona hambat tergolong intensitas lemah, serta IDS 2 sebesar
5,12 mm zona hambat tergolong intensitas sedang. Sedangkan zona hambat hasil uji
terhadap bakteri Escherichia coli IDS 1 sebesar 3,87 mm, IDS 3 2,47 mm intensitas
tergolong lemah dan IDS 2 sebesar 5,45 mm tergolong sedang.

Kata Kunci: fungi endofit, daun sirsak, antibakteri
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An Isolation and Endophytic Fungi Characterization of Soursop (Annona
muricata L.) Leaves and Antibacterial Activity Test against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli

IImi Hidayah., Ir. Liliek Harianie, Oky Bagas Prasetya

ABSTRACT

Bacterial infection becomes common cause of disease in Indonesia. Staphylococcus
aureus is a bacterium that can infect the body, causing acute respiratory infections.
Escherichia coli bacteria are able to infect that can cause gastroenteritis. Treatment
efforts caused by bacteria can take advantage of endophytic fungi. Endophytic fungi
are able to produce secondary metabolite compounds that are useful as antibacterial.
Endophytic fungi grow on the leaves of the soursop (Annona muricata L.) leaves.
The first method used isolation of the endophytic fungi of soursop leaves. The
isolated endophytic fungi were purified, so that there were 3 isolates of fungi with
IDS 1, IDS 2 and IDS 3 codes. The fungi were identified macroscopically and
microscopically to determine the division level. Endophytic fungi extract was taken
to produce secondary metabolites by using fermentation methods, and extraction
used ethyl acetate solvents by calculating the results based on the growth curve of
endophytic fungi. Analysis of metabolites used qualitative methods of
phytochemical tests. The extract of endophytic fungi was tested for antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli by using the Kirby-
Bauer method (disc paper). The results of the antibacterial activity test were in the
form of an inhibition zone that was measured by digital calipers. The research
results showed that the IDS 1 isolate was included in the Zygomycota Division. IDS
2 and IDS 3 isolates were included in the Ascomycota Division. endophytic fungi
isolates Soursop leaves were able to produce various secondary metabolites, namely
alkaloids, tannins, saponins and phenolics. endophytic fungi isolate Soursop leaves
had the potential to be antibacterial, with varying inhibition zone diameters. The
inhibition zone was resulted from the antibacterial activity of the endophytic fungi
of soursop leaves against the Staphylococcus aureus of IDS 1 bacteria was 3.38
mm and IDS 3 was 2.08 mm, the inhibition zone was classified as weak intensity,
and IDS 2 was 5.12 mm, the inhibition zone was classified as moderate intensity.
The inhibition zone of the test results against Escherichia coli IDS 1 was 3.87 mm,
IDS 3 was 2.47 mm and was weak intensity and IDS 2 was 5.45 mm and was in
moderate intensity.

Keywords: endophytic fungi, soursop leaves, antibacterial
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Infeksi di Indonesia menjadi penyebab orang sakit dan kematian di layanan
kesehatan (Kurniawati et al., 2015). Menurut Riskesdas (2013) kematian
disebabkan penyakit infeksi yang paling sering diderita masyarakat adalah penyakit
ISPA sebanyak 31% dan diare 14,7%. Infeksi merupakan masuk dan berkembang
biaknya mikroorganisme seperti bakteri ke dalam tubuh (Novard et al., 2019).
Kelompok bakteri flora normal pada manusia yang memiliki tingkat virulensi tinggi
dapat menyebabkan infeksi (Haposan et al., 2016). Escherichia coli termasuk
bakteri umum pada tubuh yang berada di saluran pencernaan (Bakri et al., 2015;
Halim et al., 2017). Selain itu, Staphylococcus aureus termasuk bakteri yang dapat
menyebabkan berbagai penyakit umumnya terdapat di saluran pernafasan dan kulit
(Ghalehno et al., 2018; Lubis et al., 2016).

Escherichia coli merupakan bakteri patogen intestinal yang dapat
menyebabkan berbagai infeksi pada saluran pencernaan. E.coli bersifat patogen
sehingga menyebabkan diare pada manusia. E.coli termasuk penyebab diare yang
paling utama. Kasus diare di negara berkembang mencapai 50-60%, disebabkan
bakteri E.coli sebesar 25%, Campylobacter jejuni 10%-18%, Shigella sp. (5%) dan
Salmonella sp. (5%). Menurut Halim et al. (2017) bahwa kasus diare akut
penyebabnya adalah bakteri E. coli sebanyak 25 kasus (50%). E.coli merupakan
penyebab diare tersering pada anak usia sekolah. Studi di Dhaka Bangladesh diare
yang disebabkan E.coli sebesar 74,8%.

Staphylococcus aureus adalah salah satu bakteri penyebab infeksi yang
sering terjadi di dunia. S. aureus merupakan patogen utama pada manusia (Triana,
2014). Tingkat infeksi bervariasi mulai dari infeksi ringan hingga berat
(Afifurrahman et al., 2014). Menurut Rosalina et al. (2010) bahwa bakteri
terbanyak dalam menyebabkan infeksi pada kulit adalah S. aureus sebanyak 42%.
Menurut Noldeke et al. (2018) bahwa S. aureus di Amerika Serikat bertanggung
jawab atas sekitar 19.000 kematian per tahun. S.aureus juga termasuk mikroflora
pada hidung dan merupakan penyebab utama infeksi yang parah.

Upaya pengobatan alternatif untuk infeksi bakteri disebabkan oleh
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli memanfaatkan fungi endofit (Rianto



et al., 2018; Sernita et al., 2019). Fungi endofit adalah fungi yang tumbuh pada
jaringan tanaman sehat dan mempunyai kemampuan untuk memproduksi senyawa
metabolit sesuai inangnya akibat proses koevolusi dan rekombinasi gen (Murdiyah,
2017). Pemanfaatan tumbuhan secara langsung membutuhkan bagian dari
tumbuhan yang sangat banyak, sehingga pemanfaatan fungi merupakan salah satu
alternatif untuk menjaga kelestarian tanaman karena dikhawatirkan sumberdaya
hayati akan musnah karena terbatas. Fungi merupakan organisme yang mudah
ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang pendek dan dapat menghasilkan senyawa
metabolit sekunder dalam jumlah yang besar dengan metode fermentasi (Venieraki
et al., 2017). Fungi endofit menjadi alternatif karena dapat memproduksi senyawa
metabolit yang mempunyai kemampuan yang sama dengan tanaman inang (Rianto
et al., 2018). Penggunaan fungi endofit, dikarenakan fungi memiliki kemampuan
menghambat lebih tinggi daripada bakteri endofit, berdasarkan penelitian Ola et al.,
(2019) bahwa fungi endofit daun Srikaya (Annona squamosa) mampu menghambat
bakteri S.aureus sebesar 16,1 mm dan bakteri E.coli sebesar 9,6 mm. Menurut
penelitian Zulkifli et al., (2018) bahwa bakteri endofit kulit batang Srikaya (Annona
sguamosa) mampu menghambat bakteri S.aureus dan E.coli sebesar 14 mm dan 14
mm. Senyawa metabolit yang dihasilkan fungi endofit dapat berfungsi sebagai
antibakteri (Sernita et al., 2019). Menurut Rosalina et al. (2018) bahwa mekanisme
senyawa metabolit fungi endofit yang dihasilkan mampu menyerang bakteri
melalui peningkatan permeabilitas dinding sel, koagulasi cairan dalam membran sel
dan perusakan dinding sel bakteri.

Menurut Haro et al. (2014) ekstrak daun sirsak mampu menghambat bakteri
S.aureus sebesar 16.4 mm dan bakteri E.coli sebesar 15.3 mm. Ekstrak etil asetat
daun sirsak mampu menghambat bakteri S.aureus sebesar 42 mm dan bakteri E.coli
sebesar 22 mm (Olugbuyiro et al., 2017). Metabolit sekunder fungi endofit daun
sirsak mampu menghambat bakteri S.aureus sebesar 12 mm dan bakteri E.coli
sebesar 14 mm. Berdasarkan Lingga et al. (2015) menyatakan bahwa aktivitas daya
hambat dinyatakan sangat kuat dengan terbentuknya daya hambat > 20 mm, 10-20
mm kemampuan penghambatan kuat, 5-10 mm aktivitas zona hambat cukup dan

dinyatakan aktivitas penghambatan lemah apabila memiliki < 5 mm.



Penelitian terkait fungi endofit banyak dikaji seperti pada penelitian Kursia
et al. (2018) ditemukan 3 isolat fungi endofit berasal dari daun Kelor (Moringa
oleifera Lmm) yang mampu menghambat bakteri E. coli dan S. aureus. Penelitian
Noverita et al. (2009) ditemukan 8 isolat fungi endofit dari daun Zingiber ottensii
(Bangle hantu) memiliki aktivitas antibakteri yang tinggi pada S. aureus dan E. coli
dengan penghambatan sebesar 19 mm. Berdasarkan penelitian Maryam et al.
(2016) bahwa daun nanas (Ananas cormosus (L.) Meer) mampu menghasilkan 6
isolat fungi endofit yang memiliki potensi sangat aktif dalam penghambatan E. coli
sebesar 26 mm.

Fungi endofit juga terdapat dalam jaringan tanaman sirsak yang dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder (Praptiwi et al., 2018). Fungi endofit
terdapat di setiap organ tumbuhan utamanya pada bagian daun (Ramadhani et al.,
2017). Bagian daun sirsak mempunyai lapisan pelindung yang tipis dengan
memiliki bidang luas sehingga fungi endofit lebih banyak masuk dalam jaringan
tanaman daun sirsak (Kumala, 2014). Daun Annona muricata (Sirsak) memiliki
manfaat sebagai antibakteri dan antimikroba (Wahab et al., 2018). Menurut
(Maesaroh et al., 2019) menyatakan ekstrak daun Annona muricata Linn
berdasarkan uji golongan senyawa metabolit menghasilkan senyawa metabolit
seperti, saponin, alkaloid, flavonoid, tanin, serta fenol (Maesaroh et al., 2019).
Allah SWT berfirman dalam Al Qur’an Surah Asy-Syu’ara (26) ayat 7 yaitu sebagai
berikut:

22 8 £33 08 G L T 58 (o 5T ) 1555 15

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik.”

Surah Asy-Syu’ara ayat 7 di atas ditekankan pada kalimat (m=5 z53)
“tumbuh-tumbuhan yang baik”. Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang
memiliki banyak manfaat, selain dapat dimanfaatkan untuk makanan sehari-hari, di
dalamnya juga terkandung senyawa yang dapat menyembuhkan berbagai penyakit
sehingga mendatangkan suatu kebaikan. Dalam kitab Tafsir al-Qurthubi pada



kalimat (z33) “warna” (~X) “baik dan mulia”. Penafsiran menurut Ibnu Abbas
pada kalimat (z33) “warna” (m=5) “baik dalam penglihatannya”. Menurut
KEMENAG kalimat (z53) ditafsirkan “setiap pasangan dari sesuatu yang
berpasang-pasangan” yaitu baik laki-laki ataupun perempuan, jantan ataupun
betina. Bumi dan langit, musim dingin dan panas, siang dan malam serta penyakit
dan obatnya. Sebagaimana Allah SWT menurunkan penyakit, Dia pun menurunkan
obat bersama penyakit itu. Obat itupun menjadi rahmat dan keutamaan dari- Nya
untuk hamba-hamba-Nya. Salah satu alternatif pengobatan alami menggunakan
fungi endofit yang berada pada daun tanaman sirsak. Menurut Zai et al., (2019)
menyatakan bahwa senyawa yang terdapat di tanaman sirsak merupakan senyawa
metabolit sekunder yang memiliki manfaat sebagai antibakteri.

Ekstrak methanol dari daun Annona muricata L. mampu menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, Streptococcus pyogenes, Enterobacter aerogenes dan
Klebsiella pneumonia (Sari et al., 2017). Ekstrak methanol daun Annona muricata
dalam beberapa penelitian sangat kuat dalam menghambat pertumbuhan S. aureus
tertinggi sebesar 20,5 mm dan menghambat pertumbuhan Escherichia coli dengan
penghambatan 16,5 mm (Wisdom et al., 2014). Olugbuyiro et al., (2017)
menyatakan bahwa penghambatan ekstrak etil asetat daun sirsak memiliki daya
hambat sangat tinggi pada bakteri S. aureus dan E. coli dengan nilai 42 mm dan 22
mm.

Prosedur untuk mendapatkan senyawa metabolit yang terdapat dalam fungi
endofit tanaman sirsak menggunakan metode ekstraksi. Etil asetat dipilih sebagali
pelarut karena dapat meningkatkan efisiensi saat ekstraksi, mudah diuapkan,
memiliki tingkat kerusakan senyawa rendah dan mampu menarik senyawa
metabolit yang bersifat semi polar (GPS 2012; Firdiyani et al, 2015). Metode
ekstraksi yang dipilih adalah partisi cair dengan pelarut, yang mampu memproduksi
jumlah ekstrak yang tinggi (Saifudin, 2014). Metode partisi dalam isolasi senyawa
metabolit sekunder bertujuan untuk mengklasifikasikan senyawa — senyawa
berdasarkan tingkat kepolarannya (Saputra et al, 2018). Metode partisi menjadi
metode pemisahan yang utama apabila larutan — larutan yang akan dipisahkan

memiliki persamaan sifat — sifat fisiknya yaitu titik didih yang perbedaannya relatif



kecil. Kelebihan dari ekstraksi cair yaitu dapat memisahkan system yang memiliki
sensivitas terhadap temperatur, kebutuhan energinya relatif kecil, dan dapat bekerja
pada kondisi ruang (Mirwan, 2013).

Ekstrak fungi endofit yang didapatkan dilakukan pengujian untuk
membuktikan adanya senyawa metabolit pada ekstrak (Rahman et al., 2017).
Elviasari et al. (2016) menyatakan pengujian golongan senyawa metabolit antara
lain uji saponin, flavonoid, tannin, fenol serta alkaloid. Menurut Soekaryo et al.
(2017) menyatakan ekstrak etil asetat pada daun sirsak dapat menghasilkan
senyawa metabolit berupa flavonoid, tanin, alkaloid serta saponin. Menurut Ersita
& Kardewi (2016) menyatakan bahwa kandungan tanin, saponin, alkaloid serta
flavonoid pada daun sirsak bermanfaat untuk penghambat bakteri.

Berdasarkan hasil penelitian di atas, menunjukkan senyawa metabolit yang
terdapat dalam daun sirsak mempunyai potensi menghambat pertumbuhan bakteri.
Selain itu, fungi endofit dari daun sirsak (Annona muricata L.) memiliki potensi
sama dalam menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang mampu menghambat
bakteri. Peneliti mengkaji terkait isolasi dan karakterisasi fungi endofit daun sirsak
(Annona muricata L.) yang memiliki kemampuan antibakteri untuk menghambat
aktivitas S. aureus dan E. coli.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas maka rumusan masalah

pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah saja Divisi fungi endofit yang diisolasi dari daun sirsak (Annona
muricata L.)?

2. Bagaimana kemampuan senyawa antibakteri fungi endofit dari daun sirsak
(Annona muricata L.) terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli?

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan latar belakang di atas, maka penelitian ini bertujuan sebagai berikut:

1. Untuk mendapatkan dan mengetahui Divisi fungi endofit yang diisolasi dari
daun sirsak (Annona muricata L.).

2. Untuk mengetahui kemampuan senyawa antibakteri yang dihasilkan fungi
endofit dari daun sirsak (Annona muricata L.) terhadap Staphylococcus aureus

dan Escherichia coli.



1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang melandasi penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

Terdapat beberapa Divisi fungi endofit dari hasil isolasi daun sirsak (Annona
muricata L.).

Senyawa metabolit sekuder yang dihasilkan oleh fungi endofit yang diisolasi
dari daun sirsak (Annona muricata L.) mempunyai kemampuan sebagai

antibakteri dalam menghambat Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian adalah sebagai berikut:

1.

Dapat memberikan informasi terkait Divisi fungi endofit pada daun sirsak
(Annona muricata L.).

Dapat menambah pengetahuan di bidang mikrobiologi khususnya fungi endofit
yang mempunyai kemampuan menghasilkan senyawa metabolit sekunder
sebagai antibakteri.

Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan, diharapkan dapat dikembangkan
lebih lanjut sehingga bermanfaat sebagai antibakteri untuk menanggulangi
infeksi penyakit yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli.

1.6 Batasan Masalah

Untuk mendapatkan penelitian yang lebih terarah, maka penelitian ini perlu dibatasi

sebagai berikut:

1.

Fungi endofit yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari daun sirsak
(Annona muricata L.) yang diperoleh dari kebun di Dusun Putuk Rejo, Wadung,
Pakisaji, Malang.

Bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang digunakan dalam
penelitian ini diperoleh dari stok Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas dan Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang.

Penelitian ini tidak memperhitungkan kadar konsentrasi dari senyawa
antibakteri fungi endofit daun sirsak (Annona muricata L.).

Senyawa antibakteri pada penelitian ini diambil dari senyawa metabolit

sekunder fungi endofit daun sirsak (Annona muricata L.).



5. Ekstraksi untuk mendapatkan senyawa metabolit fungi endofit dilakukan

dengan metode partisi cair menggunakan pelarut etil asetat.
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2.1 Fungi Endofit

Fungi endofit merupakan mikroorganisme yang mampu tumbuh pada
jaringan tanaman dengan siklus tertentu tanpa menimbulkan penyakit untuk inang.
Mikroba endofit terdapat pada setiap tanaman tingkat tinggi yang dapat
memproduksi senyawa metabolit sekunder akibat koevolusi serta rekombinasi
genetik dari inangnya (Radji, 2005). Fungi endofit memiliki kemampuan untuk
memproduksi senyawa metabolit dalam jumlah tinggi dengan masa pendek tanpa
menyebabkan eksploitasi yang berlebihan (Amin et al., 2014).

Fungi endofit dengan inang memiliki hubungan simbiosis mutualisme yang
keduanya saling menguntungkan untuk bertahan hidup. Fungi endofit memperoleh
substrat nitrogen dan karbohidrat dari inangnya, substrat inangnya akan dikeluarkan
setelah senyawa beracun dikonsumsi oleh fungi endofit untuk bertahan hidup
(Amin et al., 2014). Menurut Carrol (1988) menyatakan bahwa hubungan fungi
endofit dengan inangnya dibagi menjadi dua mutualisme induktif dan konstitutif.
Mutualisme induktif adalah hubungan fungi dan inang, yang tersebar bebas
melawati udara dan air. Jenis ini dalam waktu yang panjang mengalami kondisi
metabolisme inaktif sehingga hanya mampu menginfeksi bagian vegetatif inang.
Mutualisme konstitutif adalah hubungan fungi dan tumbuhan. Golongan ini
penyebarannya melalui biji serta organ penyerbukan inang serta mampu
menginfeksi ovula (biji) inang.

Fungi endofit ditemukan dalam semua famili tumbuhan, yang mewakili
banyak spesies di berbagai iklim dunia. Endofit ditemukan pada semua kelompok
utama tanaman termasuk alga, lumut, pakis, tumbuhan tingkat tinggi dan dapat
bertahan pada tanaman obat. Fungi endofit ditemukan pada berbagai tanaman yang
tumbuh di berbagai lingkungan termasuk tropis, beriklim sedang, xerophytik,
pantai bakau, dan lingkungan perairan. Tanaman obat telah diakui sebagai tempat
penyimpanan fungi endofit dengan menghasilkan senyawa metabolit yang penting
untuk bidang farmasi. Tanaman dengan kepentingan farmasi sedang dieksploitasi
karena sifat yang dapat menyembuhkan. Namun, pemanenan tanaman obat dalam

skala besar menjadi ancaman utama bagi keanekaragaman hayati. Sebagai



alternatif, fungi yang hidup di dalam tanaman sering menjadi sumber potensial yang
luar biasa dari senyawa terapeutik (Ramesh et al., 2017).

Fungi endofit dengan tanaman inang bersimbiosis mutualisme yang dapat
bermanfaat untuk tanaman. Fungi endofit bermanfaat bagi tanaman untuk
meningkatkan ketahanan tanaman inang, dapat mengendalikan pertumbuhan fungi
patogen. Tanaman inang mendapat manfaat dari fungi endofit untuk menaikkan laju
pertumbuhan inang, melindungi dari serangan hama serta tahan terhadap serangan
patogen dan tahan terhadap cekaman kekeringan. Fungi endofit mampu
menghasilkan senyawa yang berpotensi sebagai pengendali hayati (Sopialena et al.,
2019).

Sifat — sifat morfologi dari fungi adalah sebagai berikut (Winarsih, 2011):
1. Pembentukan hifa dan miselia

Benang — benang yang dibentuk oleh Fungi adalah hifa, sedangkan
kumpulan hifa membentuk miselia. Berdasarkan sifat mikroskopis hifa pada Fungi
dapat dibedakan menjadi 2 bagian yaitu hifa bersekat dan hifa tidak bersekat. Hifa
bersekat dapat dibedakan menjadi tiga jenis yaitu hifa udara (pengambilan oksigen),
hifa produktif (membentuk alat — alat reproduksi) dan hifa vegetatif (mengambil
nutrisi dan zat makanan).

2. Struktur dan bagian yang berproduksi

Fungi dapat tumbuh menjadi miselia. Fungi memiliki reproduksi seksual
dan aseksual. Reproduksi seksual memiliki empat jenis askospora, zygospora,
oospora dan basidiospora. Fungi menghasilkan spora yang bersifat aseksual ukuran
kecil, dalam jumlah yang banyak dan dapat tahan terhadap suasana kering. Spora
aseksual memiliki empat jenis yaitu arthrospora (oidia), sporangiospora,
klamidospora dan konidia.

2.1.1 Fase Pertumbuhan Fungi

Pertumbuhan fungi merupakan pertambahan volume sel, dikarenakan
terdapat penambahan asam nukleat dan protoplasma yang melibatkan pembelahan
mitosis dan sintesis DNA. Salah satu cara untuk mengetahui fase — fase
pertumbuhan pada mikroorganisme dapat menggunakan kurva pertumbuhan.
Kurva pertumbuhan memiliki beberapa fase adalah sebagai berikut (Hasanah,
2018):
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1. Fase Lag, merupakan fase sel —sel menyesuaikan dengan lingkungan dan
membentuk enzim berfungsi mengurai subrat lebih lama.

2. Fase Log/ Eksponensial, merupakan fase sel membelah dengan cepat dan tetap
mengikuti kurva. Fase ini fungi membutuhkan energi yang lebih banyak
daripada fase yang lainnya. Fase yang penting dalam kehidupan fungi.

3. Fase Stasioner, merupakan fase pertumbuhan tetap jumlah sel yang tumbuh dan
sel yang mati sama. Sel tetap membelah menjadi kecil meskipun zat — zat nutrisi
telah habis.

4. Fase kematian, merupakan fase jumlah sel yang mati lebih banyak daripada

jumlah sel yang masih hidup.
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Gambar 2.1 Kurva Pertumbuhan Fungi (Gandjar, 2006)

2.1.2 Mekanisme Kerja Fungi Endofit

Fungi endofit menghasilkan alkaloid dan mikotoksin sehingga
memungkinkan digunakan untuk meningkatkan ketahanan tanaman terhadap
penyakit. Fungi endofit membentuk kait di sekitar hifa patogen sebelum penetrasi,
atau kadang-kadang masuk langsung (Kloepper & Ryu, 2006). Menurut Hajek,
(2004) menyatakan bahwa mekanisme kerja senyawa antimikroba dalam melawan
mikroorganisme patogen dengan cara merusak dinding sel, mengganggu
metabolisme sel mikroba, menghambat sintesis sel mikoba, mengganggu
permeabilitas membran sel mikroba, menghambat sintesis protein dan asam nukleat
sel mikroba. Simbiosis endofit dengan tanaman mampu memicu inang

mengaktifkan sistem pertahanannya dengan menghasilkan senyawa oksigen reaktif



11

untuk mengoksidasi atau denaturasi membran sel inang, sehingga akan
meningkatkan ketahanannya terhadap tekanan lingkungan.

Endofit juga merupakan mikroorganisme yang banyak menghasilkan
berbagai macam antioksidan, asam fenol, dan derivatnya, simbiosis tanaman
dengan endofit meningkatkan adaptasi terhadap lingkungan yang Kkurang
menguntungkan (Yulianti, 2012; Petrini et al., 1992). Mekanisme endofit dalam
melindungi tanaman terhadap serangan patogen atau serangga yaitu dengan
penghambatan pertumbuhan patogen secara langsung melalui senyawa antibiotik
dan enzim litik yang dihasilkan. Penghambatan secara tidak langsung melalui
perangsangan endofit terhadap tanaman dalam pembentukan metabolit sekunder
seperti asam salisilat dan etilen yang berfungsi dalam pertahanan tanaman terhadap
serangan patogen. Perangsangan pertumbuhan tanaman sehingga lebih kebal dan
tahan terhadap serangan patogen. Dan kolonisasi jaringan tanaman sehingga
patogen sulit penetrasi (Yulianti, 2012).

2.2 Tanaman Sirsak (Annona muricata L.)
2.2.1 Morfologi dan Klasifikasi Tanaman Sirsak

Annona muricata adalah anggota keluarga Annonaceae yang memiliki 130
genera 2300 spesies. A. muricata merupakan pohon evergreen, teristrial dengan
ketinggian mencapai 5-8 m, serta mampu membentuk kanopi berbentuk bundar
dengan daun besar berwarna hijau, mengkilap dan gelap dapat dilihat pada Gambar
2.2 (Moghadamtousi et al., 2015). Cabang muda berbulu, daun berbau tajam
menyengat, halus, permukaan atas berwarna hijau tua, berbentuk lonjong, elips atau
obovate sempit, kedua ujungnya runcing dengan panjang 6-20 cm serta lebar 2-6
cm. Tangkai daun pendek sekitar 4-5 cm, bulat dan berbentuk segitiga kerucut
(Adewole et al., 2006).

Tanaman sirsak memiliki bunga tunggal yang terletak di batang, cabang dan
ranting. Bunga tersusun sedikit menyebar yang terdiri dari 3 helai kelopak lapisan
luar berwarna kuning-hijau dan 3 helai kelopak lapisan dalam berwarna kuning
pucat. Buah berbentuk oval atau berbentuk hati, namun terkadang tidak teratur,
ukuran 10-30 cm dan lebar sampai 15 cm dengan berat sebesar 4,5-6,8 kg. Buah
sirsak memiliki duri halus sedikit menonjol namun mudah putus ketika buah

matang, warna buah sirsak belum matang hijau gelap dan hijau kekuningan pada
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buah yang matang. Daging buah memiliki warna krem bergranular; tekstur lembut,
berserat dan berair serta dalam buah yang besar dapat mengandung biji hingga 200
atau lebih. Setiap segmen buah sirak fertil terdapat satu biji lonjong, halus, keras,

berwarna hitam dengan panjang 1,25-2 cm (Adewole et al., 2006).

Gambar 2.2 Morfologi Tanaman irsak(nnona muricata L.) (Ket: A)
tanaman sirsak, B) daun C) bunga, D) buah (Moghadamtousi et al., 2015)

Menurut Cronquist (1981), klasifikasi tanaman sirsak adalah sebagai

berikut:

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Sub Divisio : Magnoliidae

Class : Magnoliopsida

Ordo : Magnoliales

Famili : Annonaceae

Genus : Annona

Species : Annona muricata Linn.

2.2.2 Tempat tumbuh
Tumbuhan sirsak tersebar di wilayah tropis dan subtropis di dunia, serta

berada di Hindia Berat, Asia Tengara dan kepulauan Pasifik (Badrie et al., 2010).
Annona dari sekian banyak, sirsak merupakan jenis tumbuhan yang mudah tumbuh
serta membutuhkan iklim tropis. Sirsak di Indonesia dapat berkembang dan tumbuh
subur dengan baik karena iklim tropis yang cocok bagi tanaman sirsak (Dewi &

Hermawati, 2013). Sirsak mampu hidup dengan ketinggian mencapai 1200 m dari
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permukaan laut dengan suhu antara 25 — 28°C dan kelembaban antara 60 dan 80%
(Salempa, 2016); (Daddiouaissa & Azura, 2018).

Tanaman sirsak mampu berbuah sepanjang tahun dengan air tanah
tercukupi sepanjang masa tumbuh (Handayani et al., 2019). Tanaman sirsak dapat
tumbuh baik pada tipe tanah yang kaya unsur hara dan kandungan mineral dengan
pengairan yang baik, tanah masah, kering dan berpasir. Namun kurang baik jika
sirsak ditanam pada tanah dengan aliran udara yang buruk karena dapat
membusukkan akar (Lina & Juwita, 2011).

2.2.3 Kandungan Sirsak

Annona muricata menghasilkan senyawa metabolit berupa tanin, saponin,
karbohidrat, flavonoid, fitosterol, terpenoid alkaloid, dan protein. Daun dan buah
sirsak memiliki alkaloid, flavonoid dan fenol dalam jumlah tinggi (Agu & Okalie,
2017). Daging buah sirsak terdiri dari 80% air, 18% karbohidrat, 1% protein dan
sejumlah kecil vitamin B, B2, C dan serat. Buah sirsak juga mengandung berbagai
mineral penting seperti kalium (K), kalsium (Ca), natrium (Na), tembaga (Cu), besi
(Fe) dan magnesium (Mg) (Daddiouaissa dan Azura, 2018). Sirsak memiliki
kandungan gizi terdiri dari energi 65kal, protein 1g, fosfor 27 mg, lemak 0,3 gram,
kalsium 14 gram, karbohidrat 16,3 gram, serat 3,3 g dan vitamin C 20 mg (Aulia &
Niken, 2017).

Tanaman sirsak terdiri lebih dari 200 senyawa kimia, senyawa yang paling
penting adalah alkaloid, fenol dan acetogenin (Salempa et al., 2018). Ekstrak
senyawa fitokimia A. muricata bagian daun, batang, akar dan biji-bijian seperti
alkaloid, flavonoid, karbohidrat, glikosida jantung, saponin, tanin, fitosterol dan
terpenoid yang telah menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap mikroorganisme
patogen. Namun, di sisi lain terdapat senyawa antioksidan seperti fenol (asam galat
dan klorogenik), flavonoid (myricetin, fisetin, morin, quercetin, kaempherol dan
isorhamnetin), anthocyanin, asam askorbat, tokoferol, tokotrienol, karotenoid dan
asetogenin (Wauri et al., 2018). Menurut abba et al. (2018) menyatakan bahwa studi
fotokimia A.muricata menunjukkan adanya alkaloid, flavonol triglykosida, fenolik,
siklopeptida dan minyak atsiri.
2.2.3.1 Flavonoid
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Senyawa bioaktif salah satunya flavonoid terdapat pada daun sirsak.
Senyawa flavonoid yang terdapat pada daun sirsak pada spektrum IR mengandung
senyawa karbonil yang diduga adanya gugus OH dan termasuk senyawa
dihidroflavanol yang dianggap mampu mempengaruhi pertumbuhan bakteri.
Flavonoid mampu memecah membran sel bakteri sehingga isi yang ada didalamnya
keluar membentuk senyawa kompleks antara protein ekstraseluler dan terlarut.
Flavonoid mampu mengganggu metabolisme energi. Energi diperlukan dalam
absorbsi senyawa dan sebagai biosintesis makromolekul, sehingga flavonoid akan
menghambat metabolisme energi melalui proses respirasi (Sari et al., 2017).
2.2.3.2 Fenol

Fenol merupakan senyawa toksik yang termasuk salah satu gugus dari
acetogenin. Fenol digunakan untuk antibakteri dan antiseptik. Mekanisme senyawa
fenol sebagai antibakteri dengan koagulasi dan gagalnya fungsi pada
mikrorganisme melalui perusakan dinding sel dan endapan protein sel mikroba
(Sumantri et al., 2014). Sebagai senyawa antibakteri pada konsentrasi rendah fenol
dapat menyebabkan kebocoran pada inti sel karena rusaknya membran sitoplasma,
pada kadar banyak fenol berkoagulasi dengan protein seluler. Fenol mampu
menghambat bakteri pada tahap pembelahan, karena pada saat itu lapisan fosfolipid
pada keadaan super tipis menjadikan aktivitas tersebut sangat efektif (Ersita &
Kardewi, 2016).
2.2.3.3 Tanin

Tanin termasuk astrigen, polifenol, membentuk rasa sepat, mampu
mengikat. dan mengendapkan protein (Widiana et al., 2011). Menurut Mawardi et
al. (2016) menyatakan bahwa tanin tersusun dari senyawa fenolik yang sulit
dipisahkan dan sulit mengkristal merupakan senyawa antioksidan biologis. Tanin
pada makanan memiliki rasa sepat karena di dalam mulut membentuk kompleks
protein serta tanin. Menurut Ersita & Kardewi (2016) menyatakan bahwa tanin
secara medis memiliki manfaat sebagai antibakteri dengan kemampuan
menginaktifasi senyawa yang melekat pada inang pada permukaan sel. Tanin dapat
mengakibatkan hancurnya lapisan luar membran sel karena termasuk dalam
senyawa fenol dengan target polipeptida dinding sel. Dinding sel bakteri mengalami

kerusakan yang menyebabkan sel bakteri tanpa dinding sel atau biasa disebut
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protoplasma. Hal ini akan mengakibatkan rusaknya membran sel dan
mempengaruhi permeabilitas sel, menjadikan senyawa yang keluar masuk seperti
nutrisi, air dan enzim tidak terseleksi. Keluarnya enzim dalam sel dapat
menyebabkan hambatan metabolisme sel dan dapat menghambat pertumbuhan dan
perkembangan sel akibat terhambatnya pembentukan ATP.
2.2.3.4 Saponin

Saponin adalah senyawa dengan struktur gugus OH banyak yang larut
dalam pelarut polar dan semi polar (Kurniasih et al., 2015). Saponin bersifat non
polar dikarenakan memiliki gugus hidrofob yang merupakan aglikon (sapogenin)
(Agustina et al., 2017). Menurut Rahman et al. (2017) menyatakan bahwa saponin
memiliki manfaat mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan menaikkan
permeabilitas membran sel menyebabkan tidak stabilnya membran dan menjadikan
hemolisis sel.
2.2.3.5 Alkaloid

Alkaloid adalah zat dasar yang mengandung nitrogen, yang berasal dari
alam dan dengan distribusi terbatas, alkaloid memiliki struktur yang kompleks.
Alkaloid sebagai senyawa siklik yang mengandung nitrogen dalam bilangan
oksidatif negatif. Kebanyakan alkaloid mengandung oksigen. Karakter dasar
alkaloid memungkinkan terbentuknya garam dengan asam mineral (hidroklorida,
sulfat, nitrat) atau asam organic (tartrat, sulfamat, dan maleat). Tanaman yang
mengandung alkaloid protoberberine dilaporkan dapat digunakan sebagai
analgesik, antibakteri, antiseptik (Bribri, 2018). Menurut Rahmawati et al. (2017)
bahwa alkaloid memiliki sifat basa yang dapat mempengaruhi kerja antibakteri.
Alkaloid memiliki mekanisme menghambat enzi, reduktase dihidrofolat dalam sel

sehingga dapat menghambat sintesis asam nukleat.

2.2.4 Manfaat Sirsak

Sirsak secara tradisional digunakan untuk menyembuhkan radang sendi dan
demam. Baik buah dan biji dapat digunakan untuk mengobati infeksi parasit.
Daunnya digunakan sebagai obat tradisional untuk hipoglikemia, peradangan,
kejang. Daun tanaman sirsak dijuluki ‘pembunuh kanker” karena digunakan dalam
pengobatan tradisional dalam pengobatan kanker (Yajid et al., 2018). Efek

antikanker sirsak termasuk sitotoksisitas, induksi apoptosis, nekrosis,
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penghambatan proliferasi pada berbagai macam sel kanker termasuk payudara,
prostat, kolorektal, paru-paru, leukimia, ginjal, pankreas, hati, mulut, melanoma,
serviks dan ovarium (Rady et al., 2018).

Secara empiris tanaman sirsak mampu digunakan untuk penyembuhan
penyakit. Daun bermanfaat untuk sakit diare pada bayi, kandung kemih dan banyak
mengandung Vitamin C. Di beberapa negara buah sirsak digunakan untuk penurun
tekanan darah sedangkan di Brazil digunakan sebagai anti reumatik. Buah sirsak
berpotensi mengandung antioksidan. Khasiat lain dari daun sirsak adalah sebagai
anti spasmodik dan memberi efek menenangkan (Setyawati et al., 2015). Rebusan
daun sirsak efektif untuk menghilangkan kutu rambut dan kutu busuk. Selain itu,
sirsak dapat bermanfaat sebagai antimikroba, antiinflamasi anti protozoan dan
pengobatan untuk malaria, sakit kepala serta gigitan ular (Rady et al., 2018).

Menurut Sari et al. (2010) menyatakan bahwa daun sirsak bermanfaat
sebagai antibakteri dan kardiotonik. Antibakteri adalah senyawa yang mampu
menghambat atau membunuh. bakteri dengan penyebab infeksi. Infeksi diakibatkan
mikroorganisme patogen salah satunya bakteri, dapat masuk ke jaringan tubuh dan
mampu tumbuh pada jaringan. Bakteri yang mampu mengakibatkan infeksi adalah
S. aureus. S.aureus menyebabkan empyema, endocarditis dan pneumonia. Enweani
et al. (2004) menyatakan bahwa sirsak mampu digunakan sebagai obat
gastroenteritris.

2.3 Bakteri Staphylococcus aureus
2.3.1 Deskripsi dan Klasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan salah satu patogen yang paling umum di
seluruh dunia. S. aureus termasuk bakteri anaerob dengan sifat Gram positif
berbentuk batang. Menurut Noldeka et al. (2018) bahwa S.aureus memiliki dinding
sel tebal berupa peptidoglikan. Staphylococci merupakan bagian dari bakteri umum
tubuh di kulit, permukaan mukosa pernafasan, organ pencernaan bagian atas serta
urogenital mamalia dan burung. S. aureus mampu mengakibatkan berbagai
penyakit kulit ringan hingga infeksi berat seperti endocarditis, bakteremia, sindrom
syok toksik dan pneumonia (Habib et al., 2015).

S. aureus mempunyai sifat anaerob fakultatif., non spora, non motil

oksidase negatif serta katalase positif. S. aureus mampu hidup dengan pH antara
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4,2-9,3 dan suhu 6,5-45°C. Diameter koloni dapat mencapai 4 mm dalam waktu
tumbuh 24 jam. S.aureus berbentuk bulat, menonjol, berkilau serta halus. Warna
koloni S.aureus abu-abu sampai kuning keemasan. Warna kuning keemasan dan
kuning jeruk yang ditampakkan S.aureus dikarenakan adanya pigmen lipochrom
(Dewi, 2013). Dinding sel S.aureus tersusun atas asam tekoronat, beberapa molekul

polisakarida dan asam teikoat (Sartika et al., 2013).

B
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Gambar 2.3 Morfologi Staphylococcus aureus

Munculnya infeksi nosokomial sering disebut penyebab dari bakteri
Staphylococcus aureus, yaitu infeksi yang diperoleh pasien setelah masuk rumah
sakit. Beberapa jenis penyakit yang disebabkan S,aureus adalah dermatitis,
mastitis, impetigo (Wikananda et al., 2019). Selain itu, infeksi yang dapat
ditimbulkan oleh S.aureus diantaranya meningitis, infeksi paru-paru, endocarditis,
osteomyelitis, hematogen akut, keracunan makanan, kontaminasi pada luka dan
infeksi folikel rambut (Hendriani et al., 2016).

Menurut De Vos et al (2009), klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus
adalah sebagai berikut:
Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria
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Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Order : Bacillales

Family : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus

2.3.2 Patogenitas dan Gambaran Klinis Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus dapat menghasilkan enzim yang merupakan protein
ekstraseluler yang mampu menggumpalkan plasma. Penyebab penggumpalan
plasma disebabkan adanya protein yang sama dengan enzim bereaksi dengan
oksalat atau sitrat. Aspek virulensi utama pada patogenitas S.aureus adalah
kemampuan menggumpulkan plasma (Hayati et al., 2019). S. aureus dapat
memproduksi tujuh tipe enterotoksin yaitu: E, D, C2, C1, C, B dan A. Infeksi
bakteri dapat disebabkan oleh faktor virulensi yaitu: permukaan protein mampu
menaikkan kolonisasi pada inang (fibrionectin, adesin, hemaglutinin, protein A,
glikoprotein); mendukung bakteri dalam penyebjharan pada inang (hyaluronidase,
leukocidin, kinase,); komponen permukaan yang menghambat proses pemakanan
partikel (protein A, kapsul); komponen biokimia di dalam fagosit dapat
meningkatkan ketahanan bakteri (produksi katalase, carotenoid); reaksi imunologis
(coagulase, clotting factor, protein A); racun kerusakan membran (leukocidin,
leukotoxin, hemolysin); racun pada jaringan menyebabkan kerusakan serta menjadi
penyakit (ET, SEA-G, TSST) (Dewi, 2013).
2.4 Bakteri Escherichia coli
2.4.1 Deskripsi dan Klasifikasi Bakteri Escherichia coli

Escherichia coli merupakan spesies bakteri gram negatif. Bakteri ini
bersifat anaerob/aerob fakultatif, mampu memfermentasi. laktosa untuk
memproduksi gas serta asam suhu 35°C-37°C dan tidak membentuk spora. Menurut
Gumbart et al, (2014) bahwa E. coli termasuk gram negatif dengan memiliki
dinding sel jaringan yang tipis antara membran dalam dan luar (peptidoglikan).
Bentuk E.coli basil dengan diameter 0,5 pum dan panjang 2 um. VVolume sel berkisar
antara 0.6-0.7 m®. Bakteri ini mampu tumbuh di suhu optimum 37°C dan pada
rentang suhu 20-40°C (Sutiknowati, 2016). E.coli termasuk bakteri koliform
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dengan flagela peritrikus dan fimbria (pili) dengan memiliki sifat motil. Bakteri
E.coli memiliki kapsul yang tersusun atas asam polisakarida. Permukaanya terdiri
dari fimbria, pili dan kapsul (Prasiddanti & Wahyuni, 2015). Fimbria adalah
mikrofibil yang berupa rambut, permukaan hidrofobik dan reseptor spesifik.
Fimbria tersusun dari gabungan monomer yang membentuk rantai dari membran
plasma. Fimbria memiliki aktivitas yang fungsional antara lain evasin, agresin,
lektin, pili seks dan adhesin (Amini, 2017).

Menurut Sukowati (2016), klasifikasi bakteri Escherichia coli adalah
sebagai berikut:

Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobacteria
Order : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Species : Escherichia coli

2.4.2 Patogenitas dan Gambaran Klinis Bakteri Escherichia coli
E.coli hidup pada tubuh sebagian besar pada saluran pencernaan hewan dan
manusia, namun ada yang bersifat patogen menyebabkan diare pada manusia.

Mekanisme infeksi dalam menimbulkan penyakit antara lain Enterotoxigenic E.coli
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(ETEC), Enteropathogenic E.coli (EPEC), Enteroaggregative E.coli (EaggEC),
Enteroinvasive E.coli (EIEC) dan Enterohemorrhagic E.coli (EHEC) adalah
sebagai berikut (Suwito & Andriani, 2018):

1. Enterotoxigenic E.coli (ETEC): etec adalah pemicu diare pada bayi yang
diakibatkan virulensi yang dihasilkan etec fimbria dan enterotoksin, toksin tahan
panas serta toksin tidak tahan panas

2. Enteropathogenic E.coli (EPEC) adalah kelompok yang mampu diidentifikasi
dalam penyebab diare anak-anak serta bayi di Eropa. Mekanismenya yaitu EPEC
melekat pada sel mukosa usus halus atau masuk dalam mukosa hingga
menyebabkan mikrovili hilang sehingga terganggunya proses penyerapan dan
terjadi diare.

3. Enteroaggregative E.coli (EaggEC) merupakan penyebab diare kronik dan akut
pada orang-orang di negara berkembang dalam waktu lebih dari 14 hari. EaggeC
menghasilkan Heat stabil toxin dan hemosilin, toxin yang dihasilkan dapat
menyebabkan diare pada. anak-anak karena menyatu pada mukosa lumen usus
(Romadhon, 2016).

4. Enteroinvasive E.coli (EIEC) dapat melakukan penetrasi di mukosa usus dan
dapat memperbanyak pada usus besar. Akibat yang ditimbulkan pada mukosa
usus dapat menyebabkan diare berdarah.

5. Enterohemorrhagic E.coli (EHEC) merupakan penyebab radang usus besar dan
diare ringan. Penularan EHEC dapat melalui kontak langsung atau melalui
makanan yang tidak higienis. Produksi sitotoksin oleh EHEC menyebabkan
pendarahan dan peradangan di usus besar hingga menyebabkan haemolytic
uraemic syndrome di anak-anak. Gejala yang ditimbulkan yaitu diare akut
demam, kejang dan perlahan diare darah (Romadhon, 2016).

E.coli beberapa bersifat patogen yang dapat menyebabkan penyakit pada
saluran usus seperti diare dan lainnya. E.coli ditularkan melewati air serta makanan
yang terkontaminasi, melalui kontak langsung dari manusia atau hewan yang dapat
menyebabkan diare (Sumampouw, 2018). E.coli adalah patogen intestinal, bakteri
komensal yang dapat menyebabkan infeksi meningitis, septicemia, urinarius dan
traktus (Bakri et al., 2015). Selain itu infeksi E.coli timbul pada saluran empedu,

tempat-tempat di rongga perut dan saluran kemih (Suryati et al., 2017).
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2.5 Antibakteri

Bahan antimikrobial merupakan bahan yang dapat mengganggu
metabolisme dan pertumbuhan mikroba. Istilah umum yang sering digunakan
adalah antibakterial untuk menyatakan penghambat pertumbuhan kelompok
organisme yang Khusus. Secara khusus bebarapa bahan antimikrobial digunakan
untuk mengobati infeksi biasa disebut bahan terapeutik. Antibiotik merupakan
senyawa metabolit yang kadarnya sangat kecil dihasilkan oleh organisme tertentu
seperti fungi dan bakteri mampu menghambat. dan merusak mikroorganisme lain.
Pengertian lain antimikroba yaitu senyawa kimia yang dapat menghambat
mikroorganisme lain yang dihasilkan oleh mikroorganisme (Pelczar & Chan,
2014).

Menurut Utomo et al. (2018) bahwa senyawa antibakteri mampu mengatur
pertumbuhan bakteri yang menyebabkan penyakit. Tujuan pengaturan tumbuhnya
mikroorganisme yaitu menghalangi perusakan serta pembusukan bahan organisme,
mencegah penyebaran infeksi pada inang yang terinfeksi. Menurut Pelczar & Chan
(2014) bahwa antimikroba mampu menghambat dan menghancurkan
mikroorganisme patogen yang tepat, memiliki spektrum luas dan efektif pada
berbagai spesies, tanpa memunculkan dampak yang bukan diharapkan oleh inang,
tidak mengakibatkan resistensi, memiliki kelarutan tinggi dalam alir tubuh, tidak
melenyapkan flora mikroba normal pada inang.

Berdasarkan sifat antibakteri terdapat dua kelompok bakterisidal dan
bakteriostatik. Bakterisidal merupakan aktivitas bakteri yang kemampuannya dapat
membunuh bakteri (Sartika et al., 2013). Obat bakterisidal memiliki reaksi
antibakteri yang lebih kuat dan mampu membunuh bakteri. Sedangkan
bakteriostatik merupakan aktivitas bakteri yang kemampuannya dapat menghambat
pertumbuhan bakteri atau menghambat germinasi spora bakteri. Antibiotik
bakteriostatik membutuhkan sel fagosit untuk membersinkan bakteri karena itu
dianggap kurang efektif dan efisien sebagai respon imun (Nemeth et al., 2015).
2.6 Mekanisme Kerja Bahan Antibakteri

Secara umum mekanisme senyawa antibakteri dapat menghambat bakteri
adalah sebagai berikut (Dewi et al., 2014):

1. Mengubah Permeabilitas Membran
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Mengubah permeabilitas sel yaitu dengan cara membran sitoplasma dibatasi
oleh membran dengan permeabilitas selektif disebut membran sel yang terdiri dari
fosfolipid dan protein. Cairan Membran mampu mengatur aliran keluar masuknya
materi pada sel. Mekanisme pengantaran bahan-bahan dalam sel kemungkinan
terdapat protein pembawa (carrier), enzim protein juga terdapat pada membrane
sitoplasma untuk mensintesis peptidoglikan partikel membrane luar. Antimikroba
dapat menimbulkan kerusakan membran sel, akibatnya mampu memicu kematian
sel atau terhalangnya pertumbuhan sel.

2. Penghambatan Kerja Enzim

Penghambatan kerja enzim yaitu dengan cara enzim yang terdapat dalam sel
memiliki potensi dalam kelangsungan metabolisme. Aktivitas enzim yang
terhalang mampu mengakibatkan terganggunya mekanisme metabolisme atau
menyebabkan matinya sel (Pelczar & Chan, 2014).

3. Perubahan Protein dan Asam Nukleat

Perubahan protein dan asam nukleat merupakan gangguan yang terjadi
dalam fungsi atau pembentukan yang dapat mengakibatkan kerusakan sel yang
tidak dapat diperbarui kembali. Antimikroba dapat menyebabkan denaturasi asam
nukleat dan protein sehingga komponen yang vital ini tidak dapat diperbaiki
kembali.

4. Menahan Sintesis Asam Nukleat dan Protein

Penghalangan sintesis asam nukleat dan protein dengan cara protein, DNA
dan RNA pada mekanisme kehidupan sel memegang fungsi penting. Bahan
antimikroba dapat menghambat sintesis protein. Gangguan apapun dalam

penyusunan atau fungsi senyawa mampu menimbulkan kerusakan total pada sel.

5. Kerusakan Dinding Sel
Kerusakan dinding sel serta susunannya akibat terhambatnya proses
pembentukan maupun pengubahan setelah proses pembentukan. Bahan

antimikroba pada konsentrasi rendah mampu menghalangi penyusunan ikatan
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glikosida menjadikan terganggunya proses pembentukan sel. Kadar tinggi mampu
menghambat pembentukan ikatan glikosida hingga mengakibatkan terhentinya
proses pembentukan sel (Pelczar & Chan, 2014).
2.7 Faktor Yang Mempengaruhi Aktivitas Senyawa Antibakteri
Aspek yang dapat mempengaruhi aktivitas antibakteri ketika membasmi
dan menghalangi mikroorganisme patogen. Beberapa aspek yang mampu
menghalangi aktivitas antibakteri yaitu:
1. Jumlah organisme
Banyaknya mikroorganisme mampu membutuhkan durasi yang panjang
untuk membunuhnya.
2. Konsentrasi atau Intensitas Zat Antibakteri
Semakin tinggi kadar semakin tinggi pula aktivitas antimikrobanya,
maksudnya konsentrasi senyawa yang tinggi menyebabkan bakteri lebih cepat
terbunuh
3. Suhu
Peningkatan keefektifan atau disinfektan atau bahan mikrobial dipengaruhi
oleh kenaikan suhu. Hal ini dikarenakan mikroorganisme dapat rusak oleh senyawa
kimia melewati reaksi kimia. Peningkatan suhu mampu mempercepat Laju reaksi
kimia (Pelczar & Chan, 2014).
4. Keasaman (pH) atau Kebasaan (pOH)
Mikroorganisme dapat mudah dibasmi melalui pH asam dibanding pH basa
serta suhu relatif rendah dalam durasi yang pendek.
5. Spesies Mikroorganisme
Setiap mikroba menampakkan kerentanan yang berbeda atas sarana fisik
dan unsur kimia tertentu
6. Adanya bahan organik
Keefektifan unsur kimia antimikrobial mampu menurun dengan nyata
karena adanya bahan organik asing. Campuran bahan organik pada disinfektan
mikroorganisme dapat menciptakan efek yang tidak bersifat mikrobisidal,
membentuk endapan, menjadikan mikroorganisme tidak diikat oleh disinfektan,
endapan senyawa organik mampu melapisi permukaan mikroorganisme, merusak

hubungan antara sel dan disinfektan (Pelczar & Chan, 2014).
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BAB I
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini tergolong deskriptif kualitatif serta kuantitatif. Kualitatif
berupa eksplorasi terkait isolasi serta karakterisasi fungi endofit dari daun Sirsak
(Annona muricata L.) yang diambil dari kebun di Dusun Putuk Rejo, Wadung,
Pakisaji, Malang serta uji senyawa metabolit fungi endofit dari daun tanaman Sirsak
(Annona muricata L.). Kuantitatif dengan pengujian isolat fungi endofit untuk
melihat aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di bulan September sampai dengan Maret 2021.
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas
Sains Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian

Alat yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah oven, deck glass,
inkubator, mikroskop binokuler, laminar air flow (LAF), vortex, botol flakon,
shaker inkubator, gelas ukur, timbangan analitik, cawan petri, hotplate, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, jarum ose, autoklaf, magnet stirer, pinset, alumunium foil,
corong pisah, obyek glass, Erlenmeyer 250 mL, oven, jangka sorong digital, pimes,
corong pemisah, korek api, mikropipet, bunsen dan rotary vacum evaporator.
3.3.2 Bahan

Bahan yang diperlukan pada penelitian ini adalah daun sirsak (Anonna
muricata L.), isolat Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, PDA (Potato
Dextruse Agar), media NA (Nutrient Agar), media MHA (Mueller Hinton Agar),
PDB (Potatoes Deextrose Broth), kapas, aquades steril dan non steril, pelarut etil
asetat, alkohol 70%, HCI 2%, pita Mg, kloramfenikol, FeCls 1%, kertas saring
whatman, natrium hiploklorit (NaOCI) 4%, kertas cakram dan antibiotik

kloramfenikol.
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dilakukan dengan dicuci hingga bersih setelah itu
dikeringkan. Alat yang akan disterilkan ditutup kapas berlapis kain kasa kemudian
dilapisi kertas. Alat disterilkan dengan autoklaf dengan tekanan 1 atm, selama 15
menit serta suhu 121°C (Lestari et al., 2019).

3.4.2 Pembuatan Media
3.4.2.1 Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Penelitian ini menggunakan media Potato Dextrose Agar dalam
menumbuhkan fungi endofit. Pembuatan media dengan cara ditimbang 38 gram
PDA dengan ditambahkan kloramfenikol 0,1 gram dan dilarutkan aquades
sebanyak 1000 mL. Dipanaskan sampai mendidih kemudian disterilkan
menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C (Rianto et al., 2018).
3.4.2.2 Media PDY (Potato Dextrose Yeast)

Media PDB ditimbang sebesar 24 gram dan 2 gram untuk media YE (Yeast
Extract) dengan penambahan akuades sebanyak 1000 ml. Kemudian dilarutkan
sampai mendidih memakai hotplate dan magnet stirer. Selanjutnya disterilkan
menggunakan autoklaf dengan tekanan 1 atm, suhu 121°C, selama 15 menit
(Mutmainah, 2017).
3.4.2.3 Media NA (Nutrient Agar)

Media NA (Nutrient Agar) ditimbang sebesar 28 gram dan dilarutkan
dengan aquades 1 Liter sampai homogen. Kemudian disterilisasi menggunakan
autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121°C (Jannah et al., 2017).
3.4.2.4 Media MHA (Mueller Hinton Agar)

MHA diperlukan dalam pengujian antibakteri dari supernatant hasil
fermentasi fungi endofit dengan cara ditimbang sebanyak 38 gram dengan
dilarutkan aquades sebanyakl Liter, kemudian dipanaskan sampai mendidih dan
homogen. Media disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit suhu 121°C. (Pratiwi,
2017).

3.4.3 Isolasi Fungi Endofit dari Daun Sirsak (Annona muricata L.)

Isolasi fungi endofit pertama dilakukan pengambilan daun sirsak diarea

perkebunan. Diambil daun sirsak dewasa yang memiliki warna gelap, tidak

berpenyakitan dan terletak pada urutan ke 8. Setelah itu, disterilisasi permukaan



daun sirsak dengan dicuci secara menyeluruh menggunakan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran. Daun sirsak dikeringkan dan dipotong berbentuk persegi
ukuran 1 x 1 cm. Selanjutnya, daun sirsak direndam selama 1 menit dengan alkohol
70%, NaOCl 4% selama 3 menit, alkohol 70% selama 1 menit. Setelah itu, daun
sirsak direndam dengan aquades steril sebanyak tiga kali selama 1 menit
(Manogaran et al., 2017).

Daun sirsak dikeringkan dengan tissue steril (Ramadhani et al., 2017).
Kemudian, potongan daun sirsak diinokulasikan pada media PDA sebanyak 3
potongan dalam cawan petri dan diinkubasi selama 7 hari dalam suhu ruangan.
Sebagai kontrol, diinokulasikan aquades steril bilasan terakhir pada media PDA
(Rianto et al., 2018). Isolasi fungi endofit dilakukan dengan metode tanam langsung
(Sinaga et al., 2009).

3.4.4 Pemurnian Fungi Endofit

Pemurnian ini dilakukan untuk memisahkan koloni fungi endofit hingga
diperoleh isolat fungi endofit murni. Fungi endofit yang didapatkan dari hasil
isolasi daun sirsak terdapat 3 macam dengan memiliki ciri makroskopis yang
berbeda. Fungi endofit yang memiliki ciri morfologi makroskopis berbeda
dilakukan pemurnian kembali sampai dihasilkan biakan murni (Ramadhani et al.,
2017). Setelah itu, ketiga fungi endofit diinokulasikan dengan ose steril pada media
PDA yang baru serta diinkubasi selama 7 hari pada suhu ruang (Reckow et al.,
2016). Hasil inokulasi merupakan biakan murni fungi endofit.

3.4.5 Karakterisasi Isolat Fungi Endofit

Fungi endofit hasil pemurnian terdapat 3 macam dengan diberi kode IDS 1,
IDS 2 dan IDS 3. Selanjutnya, ketiga fungi endofit dikarakterisasi sesuai ciri
makroskopis maupun mikroskopis. Ciri makroskopis diamati secara langsung
warna permukaan atas, tekstur (granular, seperti tepung, seperti beludru dan seperti
kapas), diameter pertumbuhan fungi, warna permukaan bawah dan tepi koloni,
(Suhartinaa et al., 2018). Ciri mikroskopis diamati dengan mikrokop binokuler
seperti ada tidaknya septa pada hifa, pertumbuhan hifa bercabang atau tidak, warna
hifa, konidiofor dan konidia fungi endofit (Jariwala & Binita, 2018; Ramadhani et
al., 2017). Identifikasi fungi endofit secara mikroskopis dilakukan dengan metode
slide culture (Ramadhani et al., 2017). Menurut Valencia & Meitiniarti (2017)



metode slide culture dilakukan dengan alat dan bahan yang terdiri dari gelas objek,
batang penahan, gelas objek, gelas penutup dan kapas yang telah disterilkan
sebelumnya. Media PDA diletakkan pada gelas objek kemudian fungi endofit IDS
1, IDS 2 dan IDS 3 diinokulasikan pada media PDA pada keempat sisi. Gelas objek
ditutup dengan gelas penutup dan diletakkan didalam cawam petri yang diberi
kapas dan diberi batang gelas sebagai penahan. Kapas ditetesi sedikit aquades steril
dan diletakkan pada bagian kiri kanan gelas objek dalam cawan petri untuk menjaga
kelembaban di dalam cawan petri. Kemudian di inkubasi dengan suhu ruang selama
3-5 hari. Hasil pengamatan secara makroskopis dan mikroskopis fungi endofit IDS
1, IDS 2 dan IDS 3 dikarakterisasi sesuai dengan buku identifikasi fungi Pictorial
Atlas of Soil and Seed Fungi (Watanabe, 2002) dan Descriptions Of Medical Fungi
Third Edition (Kidd et al., 2016).

3.4.6 Uji Fungi Endofit Penghasil Metabolit Sekunder
3.4.6.1 Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Isolat Fungi endofit IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 ditumbuhkan pada media cair
PDB. Kultur kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 14 hari. Bobot fungi
endofit diukur setiap 1 hari. Media PDB yang terdapat miselia disaring dengan
kertas saring Whatman No.1 dan dikeringkan dalam oven suhu 80°C selama 24 jam.
Setelah itu, didiamkan pada suhu ruang sampai berat stabil. Setelah berat stabil,
dilakukan penimbangan dengan beberapa kali ulangan. Berat kering miselia
dihitung melalui selisih kertas saring berisi miselia dengan kertas saring kosong
(Andhikawati et al., 2014). Selanjutnya dapat dibentuk kurva pertumbuhan
berdasarkan berat miselia sebagai sumbu (y) dengan waktu pengambilan kultur
fungi (x).
3.4.6.2 Fermentasi Fungi Endofit

Fermentasi fungi endofit IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 menggunakan media
Potato Dextrose Borth (PDB). Fermentasi diperlukan untuk menghasilkan senyawa
metabolit dari isolat fungi endofit IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 (Rianto et al., 2018).
Fungi endofit IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 yang telah diinkubasi selama 7 hari diambil
3 potongan pada bagian tepi fungi yang sedang mengalami pertumbuhan dengan
menggunakan jarum ose. Selanjutnya diinokulasikan pada media PDB sebanyak 50
mL dalam labu erlenmeyer 250 ml. Kultur fungi endofit difermentasi menggunakan

shaker inkubator dengan kecepatan 170 rpm (kocokan/permenit) dengan suhu



ruang lama fermentasi sesuai dengan hasil kurva pertumbuhan masing — masing
isolat fungi endofit yaitu fase stasioner akhir (Kumala & Hayatul, 2013).
Mengunakan shaker inkubator hal ini bertujuan agar pertumbuhan fungi pada media
dapat lebih homogen. Tujuan penggunakan shaker inkubator saat fermentasi adalah
untuk mengatur pertumbuhan fungi agar lebih homogen pada media, untuk menjaga
aerasi dan agitasi. Agitasi bertujuan untuk meningkatkan homogenitas suhu,
mempertahankan homogenitas konsentrasi nutrisi dan meningkatkan suplai oksigen
pada medium. Sedangkan aerasi dibutuhkan untuk mensuplai oksigen fungi endofit
(Kursia et al., 2017). Lama fermentasi IDS 1 selama 7 hari, IDS 2 selama 7 hari
dan IDS 3 selama 10 hari. Setelah proses fermentasi, fungi endofit IDS 1, IDS 2
dan IDS 3 dilakukan ekstraksi dengan perbandingan kultur dan pelarut etil asetat
1:1 v/v. Ektraksi dapat dilakukan dengan memisahkan media fermentasi dengan
miselia menggunakan kertas saring. Selanjutnya, media fermentasi disentrifus
dengan kecepatan 3000 rpm selama 20 menit untuk memisahkan antara pelet dan
supernatant. Kemudian, supernatant dicampurkan dengan pelarut etil asetat dan
dikocok dengan corong pemisah (Mukhlis et al., 2018). Setelah dikocok, didiamkan
sampai terbentuk dua lapisan, lapisan atas (etil asetat dan ekstrak fungi) dipisahkan
dan lapisan bawah (fraksi air) di ekstraksi kembali dengan pelarut etil asetat dan
dikocok sebanyak 3 kali. Selanjutnya ekstrak fungi endofit diuapkan menggunakan
rotary vacum evaporator. Ekstrak kental IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 yang diperoleh
akan diidentifikasi senyawa metabolit sekunder (Hasiani et al., 2015).
3.4.6.3 Identifikasi Senyawa metabolit sekunder

Identifikasi senyawa metabolit sekunder menggunakan metode kualitatif
diantaranya sebagai berikut (Harborne, 1987):
a. Ujialkaloid

Pengujian golongan alkaloid dengan cara ekstrak pekat 1 ml dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 3-5 tetes pereaksi Dragendroff.
Reaksi Positif terjadi apabila terbentuk endapan coklat atau jingga.
b. Uji Flavonoid

Pengujian golongan flavonoid dengan cara ekstrak pekat 1 ml dimasukkan
ke dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 1-2 ml methanol panas, lalu

ditambahkan serbuk logam Mg. Selanjutnya ditambahkan 0,5 ml HCL pekat.



Apabila menghasilkan warna merah atau jingga, maka ekstrak positif mengandung
flavonoid.
c. Uji Tanin

Pengujian golongan tannin dengan cara ekstrak pekat 1,5 ml dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan beberapa tetes aquades panas.
Didinginkan dan disaring, kemudian ditambahkan 3 tetes NaCl 10%, dan disaring.
Selanjutnya ditambahkan 2 tetes FeCls. Apabila menghasilkan warna hijau
kehitaman atau biru tua, maka sampel dinyatakan positif mengandung tanin.
d. Uji Saponin dengan metode forth

Pengujian golongan saponin dengan cara ekstrak pekat 1 ml dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 5 ml akuades dan dikocok selama 30
detik. Jika menimbulkan busa dan tidak hilang 30 detik, maka ekstrak positif
mengandung saponin. Untuk mempertahankan busa bisa ditambahkan HCL 1 M.
e. Uji Fenol

Pengujian golongan fenol dengan cara ekstrak pekat 1 ml dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, kemudian ditambahkan 10 tetes FeCls 1 %. Ekstrak positif
mengandung fenol apabila menghasilkan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam
pekat.
3.4.7 Persiapan Bakteri Uji

Biakan murni bakteri diremajakan pada media agar padat dengan cara
diambil bakteri sebanyak 1 ose yang mengandung bakteri Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli digoreskan secara aseptis pada media NA (Nutrient Agar) agar
miring pada tabung reaksi dengan mendekatkan tabung pada nyala api Bunsen saat
menggoreskan jarum ose. Kemudian, tabung reaksi ditutup kembali dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C dalam inkubator (Mutmainah, 2017). Biakan bakteri
S. aureus dan E. coli dalam media miring diambil secara aseptik sebanyak satu ose,
kemudian dimasukkan dalam 12 mL media NB ( Nutrient Borth) dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah inkubasi 24 jam bakteri S. aureus dan E.
coli diseker hingga homogen (Muharni et al., 2017).
3.4.8 Uji Antibakteri Terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

MHA (Mueller Hinton Agar) merupakan media yang dibutuhkan bakteri

dalam pengujian antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli menggunakan metode



Kirby-Bauer (kertas cakram). Sebelumnya, setiap kertas cakram kosong disterilkan
dengan dipanaskan pada oven selama 15 menit dengan suhu 70°C (Mutmainah et
al., 2017). Kertas cakram direndam dalam larutan uji ekstrak etil asetat IDS 1, IDS
2 dan IDS 3 sebanyak 50 pl (Rosalina et al., 2018). Bakteri uji Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli dituangkan sebanyak 100 pl dan ditambahkan media
MHA dalam cawan petri sebanyak 20 ml. Didiamkan hingga media padat dengan
dihomogenkan membentuk angka 8. Kertas cakram diinokulasikan pada
permukaan media yang terdapat bakteri uji S. aureus dan E. coli (Kursia et al.,
2018). Kertas cakram yang diinokulasikan pada permukaan media sebanyak 4 buah
dengan jarak yang tidak terlalu dekat antara masing-masing kertas cakram
(Mutmainah et al., 2017). Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif sebesar
50 mg/ml aquades (Kursia et al., 2018). Aquades steril sebagai kontrol negatif
(Mukhlis et al., 2018). Selanjutnya, selama 24 jam diinkubasi pada inkubator pada
suhu 37°C. Kemudian dilakukan pengukuran diameter zona bening yang terbentuk
menggunakan jangka sorong. Pengukuran zona bening pada media padat
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dan menjadi petunjuk ada atau tidaknya
bakteri yang tumbuh pada setiap perlakuan (Novaryatiin et al., 2018).
3.4.9 Pengukuran Zona Hambat

Rumus perhitungan diameter zona hambat sebagai berikut (Mutmainah,
2017):

Lz =Lav-Ld

Dimana Lz: Diameter zona hambat (mm)
Lav: Diameter zona hambat dengan kertas
Ld: Diameter kertas saring (mm)

3.4.10 Analisis Data

Data hasil isolasi dan karakterisasi fungi endofit dianalisa secara deskriptif
berdasarkan karakter mikroskopis dan makroskopis. Data kuantitatif yang
diperoleh dari hasil uji aktivitas antibakteri dianalisis menggunakan Uji Normalitas,
Uji ANOVA (One Way Anova) apabila hasil menunjukkan perlakuan berbeda nyata
maka dilakuakan uji perbandingan berganda Duncan (Duncan’s Multiple Range



Test), analisis dilakukan pada selang kepercayaan 95% (a@=0,05) menggunakan
program SPSS16.



BAB IV
PEMBAHASAN

4.1 Fungi Endofit Hasil Isolasi Daun Sirsak (Annona muricata L.)

Fungi endofit yang berhasil diisolasi dan dimurnikan dari daun sirsak
(Annona muricata L.) berjumlah 3 isolat dengan memiliki karakter morfologi yang
berbeda-beda. Ketiga isolat yang didapatkan diberi kode IDS1, IDS2 dan IDS3.
Karakteristik fungi yang berbeda menunjukkan keanekaragaman fungi endofit dari
tanaman inang daun sirsak. Keanekaragaman fungi dapat disebabkan oleh beberapa
faktor, yaitu: jenis jaringan tempat hidup fungi endofit dan tempat hidup dari
tanaman inang. Menurut Sopialena et al. (2018) bahwa Keanekaragaman fungi
dipengaruhi oleh faktor biotik dan abiotik. Faktor abiotik seperti spesies tanaman
inang dan tipe organ tanaman merupakan faktor utama yang mempengaruhi
keanekaragaman fungi endofit. Menurut Zulkifli et al. (2018) bahwa fungi endofit
masuk dalam tubuh tanaman melalui akar, batang, kotiledon, bunga dan daun
kemudian menyebar dan masuk ruang interseluler ataupun jaringan vascular. Daun
merupakan organ tumbuhan yang dapat menjalankan sintesis senyawa organik atau
fotosintesis (putri et al., 2018). Sebagian besar spesies Annona dilaporkan memiliki
mesofil dorsiventral yang kaya akan kloroplas (Peldan & Meesawat, 2019).
Kloroplas merupakan tempat penyimpanan pigmen klorofil (Putri et al., 2018).

Penelitian ini menggunakan organ tanaman daun yang tua hal ini sesuai
dengan penelitian Peldan & Meesawat (2019) bahwa kandungan klorofil yang
tinggi terletak pada daun yang tua yaitu daun yang ke 8. Kandungan klorofil
merupakan faktor penting untuk menentukan keberhasilan fotosintesis. Menurut
Afandhi et al. (2018) bahwa semakin tinggi kandungan klorofil pada daun semakin
tinggi tingkat fotosintesis sehingga dapat menghasilkan sumber nutrisi yang
dibutuhkan oleh fungi endofit. Fungi endofit dapat memanfaatkan sumber nutrisi
untuk pertumbuhan dan perkembangannya secara efisien tanpa mengakibatkan
dampak negatif bagi kelangsungan hidup tanaman sirsak.

Fungi endofit daun sirsak secara makroskopis dan mikroskopis memiliki
morfologi yang berbeda-beda Tabel 4.1 Ketiga isolat fungi endofit diduga masuk
kedalam divisi yang berbeda — beda. Isolat fungi endofit dengan kode IDS 1 diduga

termasuk dalam divisi Zygomycota, isolat fungi endofit dengan kode IDS 2 dan
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IDS 3 termasuk dalam divisi Ascomycota. Menurut Gioia et al. (2020) bahwa
setiap tumbuhan terdapat fungi endofit, sebagian besar merupakan anggota divisi
Ascomycota, namun ada beberapa dari divisi Zygomycota, Basidiomycota dan

Oomycota.

Tabel 4.1 Karakter Morfologi Fungi Endofit dari Daun Sirsak (Annona

muricata L.)
Kode Isolat
IDS1 IDS2 IDS3
Karakter
Bentuk Beraturan Beraturan Tidak beraturan
Tekstur Halus, seperti kapas floccous Glabrous
Pola Menyebar Menyebar Menyebar
Garis Radial . .
(Ada/Tidak) Tidak Ada Ada Tidak ada
Lingkaran Konsentris . .
(Ada/Tidak) Ada Tidak ada Tidak ada
Warna Koloni
Atas Putih Hijau keabuan Tengah cream, tep
Kehitaman
Bawah Putih kekuningan Hijau tua Hitam
Hifa aerial, Miselium I_-||f§ aerial, Kasar,
Permukaan . Miselium halus
halus seperti kapas . Berkerut halus
seperti belurdru
Diameter (cm) 9,7 8.9 6,3
. Tidak beraturan
Tepi Beraturan (regular) Beraturan (regular) (irregular)
. Tidak bersekat
Hifa (SENOSITIK) Bersekat Bersekat
Konidia
Bentuk Bulat Bulat Lonjong
Warna Hijau Hijau Hijau
Dugaan Divisi Zygomycota Ascomycota Ascomycota

4.1.1 Isolat Fungi IDS 1

Gambar 4.1 a dan b merupakan hasil pengamatan makroskopis fungi endofit
IDS 1 yang berumur 7 hari setelah inokulasi. Isolat IDS 1 memiliki bentuk koloni
beraturan, dengan tekstur berserabut, permukaan miselium halus, seperti kapas.
Warna koloni bagian atas putih dan bagian belakang putih kekuningan. Isolat fungi
IDS 1 memiliki diameter 9,7 cm. Isolat IDS 1 memiliki lingkaran konsentris dengan
tepi permukaan beraturan. Menurut Spatafora et al. (2016) golongan zygomycota
memiliki ciri — ciri tesktur fungi berserabut, golongan ini juga memiliki fungi
dengan pertumbuhan yang cepat. Menurut Kidd et al. (2016), koloni fungi golongan

zygomycota berwarna putih dengan tekstur halus (downy).
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Gambar 4.1 Morfologi fungi endofit daun sirsak berdsarn pengamatan a)
permukaan koloni isolat IDS 1 bagian depan, b) permukaan koloni IDS 1
bagian belakang, c) septum hifa perbesaran 400x, d) sporangispora, €)

sporangispora divisi zygomycota (Walther et al, 2019).

Gambar 4.1 ¢ merupakan hasil pengamatan mikroskopis fungi endofit IDS 1
dengan perbesaran 400x yang berumur 7 hari. Isolat Fungi IDS 1 memiliki hifa
tidak berseptat. Gambar 4.1 d merupakan sporangiospora hasil pengataman
mikroskopis isolat fungi endofit IDS 1. Menurut White et al. (2006) anggota
zygomycota sebagian besar siklus hidupnya memiliki hifa aseptat coenocytic.
Menurut Webster & Weber (2007) fungi golongan zygomycota memiliki
reproduksi aseksual dengan aplanospora (sporangiospora) yang terdapat dalam
sporangia berbentuk bulat, yang disangga sendiri-sendiri pada ujung sporangiofor
atau pada cabang sporangiofor.

4.1.2 lIsolat Fungi IDS 2

Gambar 4.2 a dan b merupakan hasil pengamatan makroskopis fungi endofit
IDS 2 yang berumur 7 hari setelah inokulasi. Isolat IDS 2 memiliki bentuk koloni
beraturan, tipe pertumbuhan koloni menyebar, tekstur berserabut, serta permukaan
miselium halus seperti beludru. Warna koloni IDS 2 bagian atas hijau keabuan dan
bagian belakang hijau tua kehitaman. Koloni IDS 2 memiliki diameter 8,9 cm.
Isolat ini memiliki garis radial dengan tepi beraturan. Menurut Kidd et al. (2016)
fungi golongan Ascomycota memiliki tekstur floccose (berserabut) dengan
permukaan halus. Isolat fungi IDS 2 memiliki warna yang beragam, semula
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miselium berwarna putih kemudian akan berubah menjadi warna coklat

kekuningan, hijau atau kehitaman.

Gambar 4.2 Morfologi fungi endofit daun sirsak berdasarkan pengamatan a)
permukaan koloni isolat IDS 2 bagian depan, b) permukaan koloni IDS 2
bagian belakang, c) septum hifa perbesaran 400x, d) Ascospora IDS 2
perbesaran 400x e) Ascospora Ascomycota (Watanabe, 2002)

Gambar 4.2 ¢ merupakan hasil pengamatan mikroskopis fungi endofit IDS 2
dengan perbesaran 400 X yang menunjukkan hifa bersekat dengan diameter antara
18 — 27 um. Hifa isolat IDS 2 memiliki cabang dan berwarna hijau. Menurut
Roberson et al. (2010) golongan Ascomycota sering disebut Fungi berseptat.
Umumnya pori sekat sentral yang sederhana terdapat pada anggota Ascomycota.
Gambar 4.2 d menunjukkan adanya ascospora pada hasil pengamatan mikroskopis
fungi IDS 2. Menurut Taylor et al. (2004) anggota Ascomycota dapat membuat
spora secara seksual (askospora).

4.1.3 Isolat Fungi IDS 3

Gambar 4.3 a dan b merupakan hasil pengamatan makroskopis fungi endofit
IDS 3 yang berumur 7 hari setelah inokulasi. Isolat IDS 3 memiliki bentuk koloni
yang tidak beraturan dengan tesktur kasar permukaan glabrous dengan pola
menyebar. Warna koloni IDS 3 bagian depan cream kehitaman dan bagian belakang
hitam. Koloni IDS 3 memiliki diameter terpendek diantara isolat yang lainnya yaitu

6,3 cm. Menurut Ortiz & Gabaldon (2019) dua pertiga spesies Fungi golongan
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Ascomycota memiliki tekstur yang kasar. Menurut Kidd et al. (2016) salah satu
golongan Ascomycota genus Sporothrix memiliki pertumbuhan yang lambat
dibanding dengan jenis lain. Koloni ini memiliki permukaan yang lembab dan
gundul dengan permukaan keriput dan berlipat. Warna koloni yang dihasilkan
bervariasi dari putih, cream hingga hitam. Koloni ini seperti ragi yang terdiri dari
sel ragi bertunas dengan berbentuk bulat atau oval. Hal ini yang menjadikan koloni

IDS 3 termasuk fungi yang memiliki tekstur kasar.

(AR .
Gambar 4.3 Morfologi fungi endofit daun sirsak berdasarkan pengamatan a)
permukaan koloni isolat IDS 3 bagian depan, b) permukaan koloni IDS 3
bagian belakang, c) konidia 400x, d) spora IDS 3, €) konidia divisi Ascomycota

(Kidd et al, 2016)
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Gambar 4.3 ¢ menunjukkan hasil pengamatan mikroskopis dengan
perbesaran 400 X menunjukkan konidispora sebagai alat reproduksi aseksual
(Anamorf). Sedangkan Gambar 4.3 d menunjukkan konidia yang berbentuk
lonjong dengan diameter antara 1,94 — 3,08 um. Fungi IDS 3 memiliki Konidia
berbentuk menyerupai bunga yang terletak pada ujung konidiofor. Kidd et al.
(2016) fungi divisi Ascomycota memiliki kepala konidia yang padat dan konidiofor
memiliki batang yang tipis. Konidia terbentuk dalam kelompok di puncak
konidiofor yang susunannya menyerupai bunga. Konidia Ascomycota memiliki

bentuk bulat telur atau memanjang dengan diameter 3-6 um x 2-3 pm.
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Berdasarkan Tabel 4.1 dapat diketahui bahwa setiap morfologi fungi
endofit memiliki kenampakan yang berbeda — beda, baik dari permukaan bagian
atas maupun bagian bawah. Setiap fungi endofit yang berhasil diisolasi ini memiliki
ciri khas sendiri — sendiri. Keberadaan fungi endofit sebenarnya telah dijelaskan
dalam Q.S Ar-Ruum (30) ayat 19 yaitu sebagai berikut:

O3 AT G §1g 50 335 G W) (A3 oAl (e il £ 5405 il G a0 £ A

Artinya: “Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan mengeluarkan yang
mati dari yang hidup dan menghidupkan bumi setelah mati (kering). Dan

seperti itulah kamu akan dikeluarkan (dari kubur)”. (Q.S Ar-Ruum

30:19).

Penggunaan kata yukhrij/ mengeluarkan yang mendampingi kata al-
hayy/yang hidup dan almayyit/ yang mati. Dia mengisyaratkan bahwa proses
kehidupan dan kematian itu berjalan terus — menerus, tidak hanya di bumi dan di
angkasa, bahkan proses kehidupan dan kematian bukan saja terlihat pada tumbuh —
tumbuhan melainkan antar sesama manusia, melalui ayat Allah SWT
memperingatkan manusia agar menyadari bahwa demikian itu pula kelak manusia
akan dibangkitkan setelah kematian.

Menurut Tafsir Al-Maraghi juz 21 (1989: 65-66) menafsirkan bahwa Allah
SWT menciptakan segala sesuatu dari hal — hal yang berbeda, mengisyaratkan
bahwa proses kehidupan dan kematian itu berjalan secara terus — menerus, tidak
berhenti di bumi dan di angkasa. Dia mengeluarkan manusia dari asal nutfah dan
unggas dari asal telur. Sebagaimana Dia mampu pula untuk menciptakan
sebaliknya, maka untuk itu Dia mengeluarkan nutfah dari manusia dan telur dari
unggas. Bukan saja terlihat pada antar manusia melainkan tumbuh-tumbuhan. Hal
ini terkandung bukti yang menunjukkan akan kesempurnaan dari Kekuasaan-Nya
dan keindahan ciptaan-Nya.

Melalui penafsiran Q.S Ar-Ruum (30):19 dengan didukung Tafsir Al-
Maraghi juz 21 (1989: 65-65) memperingatkan manusia sekaligus memberikan
pembelajaran mengenai kehidupan dan kematian. Peristiwa ini hampir sama dengan
fungi endofit yang diambil dari daun sirsak, sehingga keuntungan yang didapatkan
adalah ketidakharusan manusia dalam menggunakan daun sirsak secara langsung
dalam jumlah yang sangat besar, akan tetapi dengan memanfaatkan
mikroorganisme yang hidup didalamnya, dengan begitu manusia tidak perlu
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khawatir apabila masa hidup tumbuhan tergantung dengan musim atau faktor yang

lainnya.

4.1.4 Pertumbuhan Fungi Endofit Hasil Isolasi Daun Sirsak (Annona
muricata L.)

Pertumbuhan isolat fungi endofit IDS 1, IDS 2 dan IDS 3 diukur untuk
mengetahui laju pertumbuhan fungi, yaitu dengan membuat kurva pertumbuhan
sehingga dapat diketahui fase-fase pertumbuhan dari semua isolat fungi endofit
pada media biakan. Berikut ini adalah kurva pertumbuhan dari setiap isolat fungi

endofit daun sirsak.

IDS1

o
=
N

o
i

o
o
o

0.06
0.04 IDS 1

0.02

Bobot Misellia (g)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Waktu Inkubasi (Hari)

Gambar 4.4 Kurva Pertumbuhan Fungi Endofit IDS 1

Berdasarkan Gambar 4.4 menunjukkan bahwa waktu inkubasi mempunyai
hubungan yang erat dengan fase pertumbuhan fungi dapat diketahui melalui bentuk
kurva fungi endofit IDS 1. Berdasarkan kurva tersebut IDS 1 mengalami fase
eksponensial pada hari ke-1 sampai hari ke 5, hal ini dapat terlihat pada kurva
pertumbuhan menunjukkan perbanyakan sel sehingga kurva meningkat pada hari
tersebut. Setelah itu, IDS 1 memasuki fase stasioner yaitu pada hari ke-5 sampai
hari ke-7, dan setalah hari ke-7 pertumbuhan fungi endofit IDS 1 memasuki fase
kematian. Berdasarkan kurva pertumbuhan tersebut fase stasioner akhir terjadi pada
hari ke 7.
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Gambar 4.5 Kurva Pertumbuhan Fungi Endofit IDS 2

Kurva pertumbuhan fungi endofit IDS 2 pada hari ke-1 sampai hari ke-5
mengalami fase eksponensial yang ditandai dengan adanya kenaikan kurva akibat
peningkatan jumlah sel. Setelah hari ke-5 sampai dengan hari ke-7 fungi endofit
masuk ke fase stasioner dengan ditandai dengan kurva membentuk garis lurus. Hari
ke-7 sampai hari ke-14 fungi endofit masuk ke fase kematian yang ditandai dengan
penurunan kurva pertumbuhan. Berdasarkan kurva pertumbuhan tersebut pada hari

ke-10 diketahui terjadi fase stasioner akhir.
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Gambar 4.6 Kurva Pertumbuhan Fungi Endofit IDS 3

Kurva pertumbuhan IDS 3 menunjukkan fase eksponensial pada hari ke-1
sampai hari ke-8. Setelah hari ke-8 sampai hari ke-10 pertumbuhan IDS 3
mengalami fase stasioner yang ditandai dengan garis horizontal, dan setelah hari

ke-10 fungi mengalami fase kematian yang ditandai dengan penurunan pada kurva.

Berdasarkan kurva pertumbuhan fase stasioner akhir terjadi pada hari ke-10.
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Pada Penelitian ini, pemanenan fungi endofit dilakukan pada fase stasioner
akhir yaitu IDS 1 pada hari ke-7, IDS 2 pada hari ke-7 dan IDS 3 pada hari ke-10
hal ini dimungkinkan pada fase stasioner karbohidrat pada media biakan masih
cukup tersedia untuk membentuk metabolit sekunder, meskipun nutrisi yang lain
sudah mulai menyusut. Fase stasioner ditandai dengan sel yang tumbuh berkurang
dan beberapa sel mati karena menyusutnya nutrisi pada media. Akan tetapi
metabolisme pada fase ini masih berlangsung. Fase stasioner akhir diketahui
merupakan pembentukan metabolit sekunder paling optimum. Menurut Ruiz et al.
(2010) Metabolit sekunder diproduksi selama fase pertumbuhan akhir (idiophase).
Menurut Srikandace et al. (2007) bahwa pada fase populasi sel tetap (jumlah yang
mati dan tumbuh sama) umumnya terbentuk metabolit sekunder. Menurut
Hardiyanti et al. (2020) pada fase stasioner jumlah metabolit primer menurun, dan
fungi mengeluarkan metabolit sekunder untuk mempertahankan diri karena
akumulasi asam organik dan senyawa biokimia yang beracun bagi sel.

Sel fungi pada fase stasioner diduga lebih tahan dalam keaadaan ekstrim
seperti suhu (lebih dingin atau panas), radiasi bahan kimia dan metabolit sekunder
yang dihasilkan sendiri. Ketika beberapa komponen utama nutrisi pada media
pertumbuhan mulai habis saat itulah sintesis metabolit dimulai. Metabolit sekunder
atau zat — zat hasil katabolisme dapat dilepaskan dikarenakan sumber utama sintesis
yang memiliki keterbatasan yang berupa gula sebagai sumber karbon dan protein
sebagai sumber asam amino atau nitrogen. Memasuki fase kematian, tidak ada
penambahan jumlah sel fungi namun terjadi pengurangan. Hal ini dikarenakan
nutrisi pada media biakan serta cadangan makanan telah habis (Srikandace et al.,
2007).

4.1.5 Fermentasi dan Ekstraksi Metabolit Sekunder Fungi Endofit Daun
Sirsak

Fungi endofit yang berhasil diisolasi dilakukan fermentasi untuk
mendapatkan metabolit sekunder dengan lama waktu pertumbuhan fungi hingga
mencapai fase stasioner berdasarkan kurva pertumbuhan masing-masing. Menurut
Pokhrel & Ohga (2007) Proses fermentasi metabolit sekunder menggunakan media
cair dikarenakan lebih efektif dalam memproduksi biomassa dan senyawa bioaktif

dibandingkan dengan medium padat. Fermentasi pada penelitian ini menggunakan
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system batch artinya selama pembentukan produk, semua nutrisi yang dibutuhkan
fungi berada dalam satu fermentator. Sehingga tidak ada pengambilan hasil atau
penambahan bahan selama fermentasi berlangsung (Kursia et al., 2017).

Media fermentasi PDB mengalami perubahan warna, awalnya media
berwarna kuning bening menjadi kuning keruh kecoklatan seperti yang terlihat pada
sampel IDS 1, kuning keruh pada sampel IDS 2, hitam keruh pada sampel IDS 3.
Menurut Kursia et al. (2017) perubahan warna pada media biakan menunjukkan
adanya aktivitas fungi endofit atau proses metabolisme fungi dalam memanfatkan
nutrisi yang terdapat pada media. Perubahan warna pada media biakan
menunjukkan adanya proses fermentasi yang dilakukan fungi endofit sebagai tanda
metabolit sekunder telah diproduksi. Menurut Gandjar (2006) bahwa pertumbuhan
fungi dapat diketahui dari penambahan massa sel dan proses metabolism fungi yang
mengakibatkan perubahan pada media yaitu adanya perubahan warna atau
kekeruhan pada media cair. Media yang awalnya bening menjadi berubah menjadi
keruh karena adanya aktivitas fungi.

Hasil fermentasi, kultur cair dengan miselia dipisahkan dengan kertas saring.
Selanjutnya dilakukan sentrifugasi untuk memisahkan antara pelet dan supernatan.
Menurut Rianto et al. (2018) agar pelet dan supernatan terpisah dilakukan
sentrifugasi. Supernatant yang dihasilkan dapat mengandung senyawa metabolit
sekunder. Selanjutnya dilakukan ektraksi senyawa metabolit menggunakan metode
ekstraksi cair-cair menggunakan corong pisah. Ekstraksi dilakukan dengan pelarut
dengan cara dikocok selama beberapa menit hingga terbentuk dua lapisan yang
berbeda dan diulang sebanyak 3 kali ekstraksi. Menurut Fitriana et al. (2019) bahwa
metode ekstraksi bertujuan untuk memecah sel sehingga senyawa metabolit
sekunder dapat berdifusi ke pelarut. Menurut Dwijendra et al. (2014) corong pisah
dalam proses ekstraksi cai-cair digunakan untuk memisahkan senyawa yang
memiliki kepolaran berbeda yang terkandung dalam ekstrak. Menurut Hasanah &
Wirman (2018) dua lapisan di corong pemisah pada proses fraksinasi disebabkan
adanya perbedaan bobot jenis dari kedua larutannya. Senyawa kimia dari suatu
sampel hanya dapat terlarut pada pelarut yang sama kepolarannya, sehingga suatu

golongan senyawa dapat dipisahkan dari senyawa lainnya. Ekstraksi cair — cair
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dilakukan berdasarkan perbedaan kelarutan atau koefisien partisi senyawa diantara
dua pelarut yang tidak saling bercampur.

Penelitian ini menggunakan pelarut etil asetat. Menurut Nursyamsi et al.
(2017) pelarut etil asetat merupakan pelarut yang baik digunakan untuk ekstraksi
karena dapat mudah menguap, memiliki toksisitas rendah serta non higroskopis.
Menurut Putra et al. (2019) etil asetat merupakan pelarut semi polar oleh karena itu
diharapkan dapat menarik senyawa polar maupun non polar. Etil asetat dapat
menarik senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, tannin, polifenol dan triterpenoids.
4.1.6 Uji Fitokimia Metabolit Sekunder Fungi Endofit Daun Sirsak

Uji fitokimia metabolit sekunder pada fungi endofit daun sirsak dilakukan
pada uji flavonoid, tannin, saponin, fenolik dan Alkaloid. Hasil pengujian ekstrak
metabolit sekunder fungi endofit daun sirsak dapat dilihat pada tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Uji Fitokimia Metabolit Sekunder Daun Sirsak
No Ekstrak  Flavonoid  Tanin Saponin  Fenolik  Alkoloid

1 IDS1 - - + - -
2 IDS 2 - + - + -
3 IDS 3 - - - - +

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metabolit sekunder fungi IDS 1
menunjukkan hasil negatif untuk uji flavonoid, tannin, fenolik, alkaloid dan hasil
positif pada uji saponin hal ini ditandai dengan terbentuknya busa pada larutan uji.
Menurut Prayoga et al. (2019) bahwa metode yang digunakan pada uji saponin
yaitu hidrolisis saponin dalam air atau metode forth. Busa yang ditimbulkan
menunjukkan glikosida adanya glikosida yang memiliki kemampuan membentuk
busa pada sir yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa aglikonnya. Reaksi
positif ditandai dengan busa yang terbentuk kurang dari 5 menit setelah
pengocokan. Senyawa saponin memiliki gugus non polar dan polar bersifat aktif
sehingga ketika dikocok dengan air akan membentuk misel karena mengalami
hidrolisis. Busa yang tampak disebabkan karena stuktur misel yang terbentuk
mengakibatkan gugus polar menghadap keluar dan gugus non polar menghadap

kedalam.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak metabolit sekunder fungi IDS 2
menunjukkan hasil negatif untuk uji saponin dan alkaloid. Hasil uji fitokimia IDS
2 positif pada uji tanin yang ditandai dengan terbentuknya warna hijau kehitaman.
Menurut Ergina et al. (2014) bahwa warna hijau kehitaman yang terbentuk karena
adanya penambahan pada ekstrak dengan FeCls, sehingga tannin akan membentuk
senyawa kompleks dengan ion Fe®*. FeCls digunakan untuk menentukan adanya
kandungan gugus fenol. Adanya gugus fenol ditandai dengan perubahan warna
hijau kehitaman setelah ditambahkan FeCls. Selain itu, hasil uji fitokimia IDS 2
positif adanya fenolik hal ini ditandai dengan perubahan warna menjadi hijau
kehitaman. Menurut Prayoga et al. (2019) bahwa senyawa kompleks warna hijau
kehitaman terbentuk karena adanya reaksi antara senyawa fenol yang memiliki
gugus hidroksil dengan ion Fe3+ pada larutan FeCI3 5%.

Hasil penelitian ekstrak metabolit sekunder IDS 3 menunjukkan hasil negatif
pada uji flavonoid, tannin, saponin, fenol dan hasil positif pada uji alkaloid yang
ditandai dengan adanya endapan berwarna jingga. Menurut Prayoga et al. (2019)
bahwa endapan yang terbentuk karena adanya senyawa kompleks dari reaksi antara
senyawa alkaloid dengan ion logam K*. Endapan yang yang terbentuk adalah
kalium alkaloid.

4.2 Uji Aktivitas Metabolit Sekunder Fungi Endofit Terhadap Bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Fungi endofit yang diisiolasi dari daun sirsak (Annona muricata L.) memiliki
kemampuan yang bervariasi dalam menghasilkan metabolit sekunder. Uji aktivitas
antibakteri ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan ekstrak dalam
menghambat bakteri uji dengan menggunakan metode Kirby- Bauer (Kertas
cakram). Penelitian ini uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi agar
dengan menempelkan kertas cakram yang telah direndam dalam ekstrak pada
bakteri S. aureus dan E.coli media nutrient agar. Aktivitas Antibakteri ditentukan
dengan mengukur zona hambat yang terbentuk disekitar kertas cakram
menggunakan jangka sorong digital.

Kontrol positif yang digunakan pada penelitian ini adalah kloramfenikol dan
aquadest steril untuk kontrol negatif. Menurut Drago (2019) kloramfenikol

memiliki spektrum yang luas dalam menghambat aktivitas bakteri gram positif dan
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gram negatif yang berpenetrasi ke dalam jaringan sangat baik. Kloramfenikol
merupakan penghambat yang sangat kuat pada biosintesis protein bakteri.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh diameter zona hambat (dalam mm)
menggunakan jangka sorong digital. Pengamatan dilakukan setelah bakteri
S.aureus dan E. coli yang telah diinkubasi selama 24 jam suhu 37°C. Hasil
pengamatan rata — rata diameter zona hambat dari uji aktivitas antibakteri metabolit
sekunder fungi endofit daun sirsak terhadap S.aureus dan E.coli dapat dilihat pada
Tabel 4.3 berikut ini:

Tabel 4.3 Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Fungi endofit Daun
Sirsak terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Jenis Ekstrak Rata — rata Zona Hambat (mm)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
IDS 1 3,38° 3,87°
IDS 2 5,12 5,451
IDS 3 2,08° 2 47°
- d e
Kontrol Positif 6,08 7,11
Kontrol Negatif 02 02

Berdasarkan Tabel 4.3 fungi endofit daun sirsak mampu menghambat bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli, dari hasil tersebut dapat dikatakan
fungi endofit daun sirsak dapat menghasilkan metabolit sekunder yang berfungsi
sebagai antibakteri. Menurut Fitriarni & Kasiamdari (2018) bahwa fungi endofit
merupakan mikroorganisme terbanyak yang biasa ditemukan pada tumbuhan.
Fungi endofit terdapat pada jaringan daun, buah, batang dan biji. Menurut Sathish
et al. (2014) bahwa fungi endofit mampu menginfeksi tumbuhan yang sehat pada
jaringan tertentu dan dapat menghasilkan metabolit sekunder yang berfungi sebagai
antibiotik, antikanker, antimalarial, insektisida dan enzim.

Ouchari et al. (2019) mengklasifikasikan zona hambat dalam empat intensitas
sesuai diameter yaitu > 20 mm tergolong sangat kuat, 10-20 mm tergolong kuat,
5-10 mm tergolong sedang dan < 5 tergolong lemah. Uji aktifitas metabolit
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sekunder daun sirsak terhadap bakteri Staphylococcus aureus berdasarkan Tabel
4.3 menunjukkan rata — rata zona hambat dengan diameter terbesar yaitu pada fungi
endofit IDS 2 sebesar 5,12 mm menurut intensitas tergolong sedang. Rata — rata
zona hambat terkecil yaitu pada fungi endofit IDS 3 sebesar 2,08 mm menurut
intensitas tergolong lemah. Zona hambat fungi endofit IDS 1 menghasilkan rata-
rata zona hambat 3,38 mm berdasarkan intensitas tergolong lemah. Perbedaan
kemampuan dalam menghasilkan zona hambat terkait metabolit sekunder yang
diproduksi oleh isolat uji. Variasi diameter zona hambat terjadi karena pada setiap
isolat menghasilkan produk yang berbeda metabolit sekunder.

Sedangkan pada hasil uji aktivitas metabolit sekunder fungi endofit daun
sirsak terhadap bakteri Escherichia coli berdasarkan Tabel 4.3 yang memiliki zona
hambat terbesar yaitu fungi endofit IDS 2 sebesar 5,45 mm menurut intensitas
tergolong sedang, sedangkan hasil zona hambat terkecil yaitu fungi endofit IDS 3
sebesar 2,47 mm tergolong lemah. Rata — rata zona hambat fungi endofit IDS 1 3,87
mm menurut intensitas tergolong lemah.

Fungi endofit dari daun sirsak memiliki aktivtas metabolit sekunder terhadap
bakteri S.aureus dan E.coli menunjukkan zona hambat dengan intensitas sedang
dan lemah. Fungi IDS 2 menghasilkan rata — rata zona hambat 5-10 mm sehingga
dikategorikan sedang dalam menghambat bakteri S.aureus dan E.coli. Sedangkan
Fungi IDS 1 dan IDS 3 menghasilkan rata- rata zona hambat > 5 mm, sehingga
dikategorikan lemah dalam menghambat pertumbuhan S.aureus dan E.coli.
Berdasarkan kemampuannya fungi endofit daun sirsak memiliki kemampuan
sebagai antibakteri.

Hasil uji statistik menggunakan SPSS pada Lampiran 5 yaitu pada uji
normalitas data hasil signifikan sebesar 0.218 > 0.05 menunjukkan data yang diuji
normal. Selanjutnya pada uji ANOVA dengan tingkat ketelitian 5% menunjukkan
nilai signifikasi 0.000 < 0.05 menunjukkan lebih kecil dari 0.05 artinya terdapat
pengaruh jenis ekstrak terhadap ulangan yang diberikan. Tabel 4.3 hasil diameter
zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus aureus kontrol negatif dinotasikan
dengan huruf a karena memiliki nilai paling rendah, selanjutnya IDS 3 dinotasikan
huruf b, IDS 1 dinotasikan huruf c, artinya notasi yang berbeda pada setiap jenis

ekstrak adalah berbeda nyata atau terdapat perbedaan secara signifikan. IDS 2 dan
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kontrol positif dinotasikan dengan huruf yang sama yaitu d, artinya tidak berbeda
nyata atau tidak signifikan.

Hasil uji statistik menggunakan SPSS pada Lampiran 6 yaitu pada uji
normalitas data hasil signifikan sebesar 0.847 > 0.05 menunjukkan data yang diuji
normal. Selanjutnya pada uji ANOVA dengan tingkat ketelitian 5% menunjukkan
nilai signifikasi 0.000 < 0.05 menunjukkan lebih kecil dari 0.05 artinya terdapat
pengaruh jenis ekstrak terhadap ulangan yang diberikan. Tabel 4.3 hasil diameter
zona hambat terhadap bakteri Escherichia coli kontrol negatif dinotasikan dengan
huruf a karena memiliki nilai paling rendah, selanjutnya IDS 3 dinotasikan huruf b,
IDS 1 dinotasikan huruf c¢, IDS 2 dinotasikan huruf d, dan kontrol positif
dinotasikan huruf e. Artinya notasi yang berbeda pada setiap jenis ekstrak adalah
berbeda nyata atau terdapat perbedaan secara signifikan.

Berdasarkan Tabel 4.3 diketahui zona hambat paling besar dimiliki oleh
kontrol positif yaitu kloramfenikol. Sedangkan kontrol negatif aquades tidak
menunjukkan aktivitas antibakteri atau membentuk zona hambat 0. Hal ini
mengindikasikan bahwa kontrol yang digunakan tidak berpengaruh pada uji
antibakteri, sehingga daya hambat yang terbentuk tidak dipengaruhi oleh pelarut
melainkan karena aktivitas senyawa metabolit yang terdapat pada fungi endofit
daun sirsak. Menurut Suciari et al., (2017) kandungan aquadest steril tidak memiliki
senyawa antibakteri atau senyawa netral yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri. Kloramfenikol bersifat bakteriostatik dengan spektrum luas yang aktif
terhadap bakteri gram negatif dan gram positif, mampu menghambat perlekatan
asam amino dari bakteri.

Berdasarksn Tabel 4.3 hasil zona hambat fungi endofit IDS 2 terhadap bakteri
E.coli memiliki nilai zona hambat yang lebih kecil dibandingkan dengan kontrol
positif. Hal ini dikarenakan senyawa metabolit sekunder tannin dan fenolik yang
dihasilkan IDS 2 memiliki jumlah kandungan yang bersifat bioktif pada konsentrasi
ekstrak fungi endofit sedikit sehingga kurang mampu menghambat pertumbuhan
bakteri uji. Selain itu, dikarenakan konsentrasi kepekatan ekstrak fungi endofit yang
belum diketahui dengan tepat berbeda dengan antibiotik kloramfenikol yang sudah
diketahui MIC nya terhadap bakteri uji, sehingga zona hambat yang terbentuk tidak

sebanding dengan zona hambat pada antibiotik kloramfenikol. Hal ini dapat
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disebabkan oleh pelarut yang digunakan dalam proses ekstraksi dalam penelitian
ini hanya menggunakan satu pelarut yaitu etil asetat yang memiliki sifat semi polar.
Menurut Hidayah et al. (2016) Senyawa bioaktif hasil metabolisme sekunder dapat
diperoleh melalui proses ekstraksi. Proses ekstraksi dapat menggunakan 3 jenis
pelarut dengan tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana (nonpolar), etil
asetat (semipolar) dan etanol/metanol (polar). Perbedaan pelarut dalam ekstraksi
dapat mempengaruhi kandungan total senyawa bioaktif. Hal ini disebabkan karena
perbedaan polaritas dari pelarut.

Zona hambat yang yang ditimbulkan oleh metabolit sekunder fungi endofit
terhadap bakteri S.aureus dan E.coli dapat dilihat pada Gambar 4.7 dan pada
Gambar 4.8

Gambar 4.7 Zona hambat metabolit sekunder fungi endofit terhadap bakteri
Staphylococcus aureus (Ket: a. ids 1, b. ids 2, c. ids 3, d. Kontrol positif e.
Kontrol negatif
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Gambar 4.8 Zona hambat metabolit sekunder fungi endofit terhadap bakteri
Escherichia coli (Ket: a. ids 1, b. ids 2, c. ids 3, d. Kontrol positif e. Kontrol
negatif

Hasil penelitian menunjukkan bahwa zona hambat yang dihasilkan oleh fungi
endofit daun sirsak terhadap bakteri E.coli yang merupakan bakteri gram negatif
lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri S.aureus. Menurut Pragita et al. (2020)
bahwa Kelompok bakteri gram negatif memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih
tipis sehingga senyawa metabolit sekunder antibakteri akan lebih muda masuk
melewati dinding sel dan mekanisme kerja antibakteri akan lebih maksimal.
Penggunaan pelarut etil asetat bersifat semipolar sehingga senyawa metabolit
sekunder akan lebih besar dan memiliki afinitas tinggi untuk berinteraksi dengan
dinding sel. Selain itu, faktor yang mempengaruhi hasil uji aktivitas antibakteri
antara lain perbedaan ketebalan media agar, kerapatan inokulum, komposisi media
agar, waktu pra-difusi, suhu inkubasi, pH, waktu inkubasi, spesies bakteri dan
potensi cakram antibakteri.

Senyawa kimia yang terkandung pada daun sirsak yaitu flavonoid, alkaloid,
tannin, saponin dan minyak atsiri. Senyawa metabolit yang terkandung pada daun
sirsak bermanfaat untuk anti kanker, anti virus, anti tumor, anti inflamasi, anti
depresan, anti diabetes, anti kejang, analgesik, anti Fungi, penurun tekanan darah
dan antibakteri (Purnamasari et al, 2020). Senyawa metabolit sekunder dalam
menghambat bakteri memiliki mekanisme yang berbeda.

Berdasarkan pernyataan di atas, menjelaskan bahwa fungi endofit yang
tumbuh pada jaringan tanaman khususnya pada daun sirsak merupakan salah satu
ciptaan Allah yang dapat dimanfaatkan untuk kemaslahatan manusia. Hal ini telah
dijelaskan oleh Allah SWT dalam surat Al-Hajr (15): 19-20 yaitu sebagai berikut:

R S PEYEETSLI P EPIr S P S
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Artinya: “Dan kami Telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut

ukuran. Dan kami Telah menjadikan untukmu di bumi keperluan —
keperluan hidup, dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang

gg;ni sekali-kali bukan pemberi rezeki kepadanya”. (Q.S Al Hijr (15): 19-

Avyat di atas menjelaskan tentang nikmat tanah dan berkahnya bagi manusia.
Seluruh alam semesta dari gunung hingga lautan tercipta sesuai takaran yang tepat
dan bukan terjadi secara kebetulan. Dengan demikian Allah SWT telah
menyediakan seluruh kebutuhan hidup manusia. Selain manusia, terdapat makhluk
lain yang hidup di muka bumi ini dan Allah SWT memberikan rezeki kepada
mereka dan memenuhi keperluannya. Sehingga segala sesuatu yang diciptakan
memberikan kemaslahatan bagi manusia dan makhluk lainnya.

Menurut Ash-Shiddieqy (2000), lafadz “wal ardho madadnaakaa” pada
ayat diatas menjelaskan bahwa semua kekayaan alam yang ada di bumi ini
diciptakan Allah SWT hanya untuk manusia dan supaya manusia mau mengambil
manfaat untuk kemaslahatan dan kesejahteraan hidupnya, karena semua kekayaan
alam yang ada ini baik berupa makhluk hidup maupun benda mati, yang kecil
maupun yang besar sudah pasti memiliki manfaat masing — masing. Seperti halnya
fungi endofit yang memiliki banyak kegunaan untuk kesehatan dan hal-hal lainnya,
dengan jelas bahwa ayat tersebut sangat relevan dengan fenomena yang terjadi yaitu
adanya kegunaan dan manfaat dari fungi atau Fungi.

Menurut Dewi et al. (2014) secara umum senyawa antibakteri memiliki
mekanisme dengan cara mengubah permeabilitas membrane, menghambat kerja
enzim, merusak dinding sel dan menganggu sintesis protein. Senyawa metabolit
sekunder yang memiliki peran merusak dinding sel adalah alkaloid, fenol dan
flavonoid. Tanin memiliki mekanisme mendenaturasi dan mengkoagulasi protein
serta dapat menghambat enzim.

Sebagaimana dalam Q.S Al Furgon ayat 2 yaitu sebagai berikut:
Gl el s ym 4 5% &5 1805 % 405 315w saldl Al 4 el
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Artinya: “Yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak
ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(-Nya), dan Dia menciptakan segala
sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.” (Q.S Al-
Furgon: 2).

Menurut tafsir Al- Maraghi Juz 18 (1985: 264-266) menafsirkan bahwa

Allah SWT mempunyai 4 sifat kebesaran yaitu Allah mempunyai keperkasaan dan

kekuasaan yang sempurna terhadap langit dan bumi serta segala isinya. Allah SWT

tidak mempunyai anak, tidak mempunyai sekutu dalam kerajaan dan kekuasaan-

NNya dan segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT sudah sesuai dengan tuntutan

kehendak-Nya yang didasarkan atas hikmah yang sempurna. Maka Allah

mempersiapkan manusia untuk dapat memahami, memikirkan urusan dunia dan

akhirat, menemukan berbagai industri, dan memanfaatkan apa yang terdapat di

permukaan serta di dalam perut bumi.

Sedangkan menurut tafsir lbnu Katsir jilid 6 (1994: 1-2) menafsirkan
sebagai berikut:

“Allah menyifatkan diri-Nya, bahwa kepunyaan-Nyalah kerajaan langit dan
bumi, tidak mempunyai anak dan tidak pula mempunyai sekutu dan
kerajaan dan kekuasaan-Nya itu dan Dia Yang maha Kuasa telah
mencipatakan segala sesuatu yang diberinya perlengkapan — perlengkapan
dan persiapan — persiapan sesuai dengan naluri sifat — sifat dan fungsinya
masing — masing makhluk itu”.

Berdasarkan penafsiran dari kedua tafsir, dapat diketahui bahwa kedua tafsir
memiliki makna yang tidak jauh berbeda. Tafsir dari Al-Maraghi lebih detail dalam
menjelaskan ke 4 sifat kebesaran Allah SWT, sedangkan tafsir Ibnu Katsir lebih
singkat dalam menjelaskannya. Tetapi inti dari kedua tafsir itu sama bahwa Allah
telah mempersiapkan segala sesuatu yang diciptakan-Nya sesuai dengan manfaat
dan kemampuannya. Seperti contoh manusia yang dapat memahami, memikirkan
urusan dunia dan akhirat, menemukan berbagai industry, dan memanfaatkan semua
yang ada di permukaan dan di dalam perut bumi.

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT Maha Kuasa yang telah
menciptakan segala sesuatu yang diberi-Nya kemampuan, sifat dan fungsinya
masing — masing dalam hidup, begitu pula dengan fungi endofit yang tumbuh dalam

daun sirsak didalamnya terdapat manfaat tertentu sesuai dengan kandungan
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senyawanya. Demikian juga pada fungi endofit yang tumbuh dari daun sirsak
memiliki kandungan metabolit sekunder tannin, saponin, alkaloid dan fenol yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli.

Senyawa metabolit sekunder tanin memiliki kemampuan dalam menghambat
bakteri dengan memiliki target polipeptida dinding sel bakteri sehingga akan
menyebabkan kerusakan dinding sel karena tanin merupakan senyawa fenol.
Kerusakan dinding sel pada bakteri mengakibatkan sel tanpa dinding yang disebut
protoplasma. Sel bakteri mengalami kerusakan membran sel sehingga sifat
permeabilitas membrane sel akan hilang, keluar masuknya zat — zat seperti nutrisi,
air, enzim tidak terseleksi. Ketika enzim keluar dari dalam sel, maka akan terjadi
hambatan metabolism sel dan mengakibatkan terhambatnya pembentukan ATP
yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan sel. Senyawa
metabolit sekunder fenol sebagai antibakteri pada konsentrasi rendah adalah
dengan merusak membran sitoplasman sehingga dapat menyebabkan kebocoran
pada inti sel, sedangkan pada konsentrasi tinggi senyawa fenol berkoagulasi dengan
protein seluler. Aktivitas tersebut sangat efektif ketika bakteri pada tahap
pembelahan dimana lapisan fosfolipid disekeliling sel sedang dalam kondisi yang
sangat tipis sehingga fenol dapat dengan mudah merusak isi sel (Karsita & Kardewi,
2016).

Senyawa metabolit sekunder saponin sebagai antibakteri memiliki
mekanisme dengan cara menyebabkan kebocoran protein dan enzim dari dalam sel
bakteri Saponin merupakan zat aktif yang dapat meningkatkan permeabilitas
membran sehingga terjadi hemolisis pada sel. Apabila saponin berinteraksi dengan
sel bakteri, bakteri tersebut akan pecah atau lisis (Sapara et al, 2016). Mekanisme
kerja alkaloid sebagai antibakteri yaitu dengan cara mengganggu komponen
penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak
terbentuk secara utuh. Hal tersebut menyebabkan kematian sel (Putra et al., 2017).

Pengetahuan manusia tentang makhluk hidup yang diciptakan oleh Allah
salah satunya mengetahui fungi endofit yang dapat digunakan sebagai alternatif
dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli merupakan hasil pikiran manusia. Manusia adalah ciptaan Allah yang berakal
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dan penciptaaan dunia memiliki suatu tujuan dengan memberikan tanda-tanda bagi
orang yang berakal, yaitu orang yang selalu mengingat Allah baik dalam keadaan
berdiri, duduk, serta berbaring. Hal ini sesuai Firman Allah surah Al-imran ayat
190

) LY Y e s SRy s gl iR e

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal”

Kata <Y adalah bentuk jamak dari (<) yaitu saripati sesuatu. Kacang,
misalnya memiliki kulit yang menutupi isinya. Isi kacang dinamai lubb. Ulul Albab
adalah orang-orang yang memiliki akal yang murni, yang tidak diselubungi oleh
“kulit”, yakni kabut ide, yang dapat melahirkan kerancuan dalam berpikir. Yang
merenungkan tentang fenomena alam raya dapat sampai kepada bukti yang sangat
nyata tentang keesaan dan kekuasaan Allah SWT (Shihab, 2002).

Orang berakal yang merenungi kekuasaan Allah adalah salah satu amal
shalih. Orang yang beramal shalih mendapatkan hadiah surga dan tidak dianiaya
oleh Allah. Hal ini sesuai dengan Firman Allah surah Maryam ayat 60

sy sallag 3 B ¢ g ot 5180 Qe 5 ol 6 0 )
Artinya: “kecuali orang yang bertaubat, beriman dan beramal saleh, maka mereka
itu akan masuk surga dan tidak dianiaya (dirugikan) sedikitpun.”

Kata Wlia Jee yaitu amal yang disyari’atkan Allah melalui lisan Rasul-Nya
disertai ikhlas dalam mengerjakannya (Shihab, 2002). Perbuatan amal shalih salah
satunya yaitu kita melakukan penelitian sehingga dapat menambah pengetahuan
orang lain dan menjadi ilmu yang bermanfaat. llmu yang bermanfaat adalah amal

yang dibawa mati.
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Hasil identifikasi fungi endofit dari daun sirsak (Annona muricata L.)
berdasarkan karakter secara makroskopis dan mikroskopis bahwa IDS 1
termasuk ke dalam divisi Zygomycota. Sedangkan IDS 2 dan IDS 3 termasuk
ke dalam divisi Ascomycota.

2. Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan fungi endofit IDS 1 dan IDS 3
dari daun sirsak (Annona muricata L.) memiliki kemampuan yang bersifat
lemah sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli dengan nilai zona hambat dibawah 5 mm. Sedangkan Senyawa
metabolit sekunder yang dihasilkan fungi endofit IDS 2 dari daun sirsak
(Annona muricata L.) memiliki kemampuan yang bersifat cukup atau sedang
sebagai antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia

coli dengan nilai zona hambat antara 5-10 mm.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan beberapa saran yang dapat
digunakan sebagai acuan untuk penelitian berikutnya, antara lain:

1. Analisa karakter secara molekuler diperlukan untuk mengetahui tingkat spesies
dari fungi endofit daun sirsak (Annona muricata L.) yang berpotensi sebagai
senyawa antibakteri.

2. Pelarut yang digunakan pada proses ekstraksi lebih dari satu pelarut yang
memiliki tingkat kepolaran yang berbeda dengan disesuaikan terhadap

metabolit sekunder yang dimiliki fungi endofit.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Kunci Determinasi Fungi Endofit Daun Sirsak
Isolat IDS 1

1. Hyphae aseptate........c.covvuiirieiiiiii e 2
2. SPOTaN@IOSPOTES. .. uveertenttententeate et eteateeeeteaneaneenss Zygomycetes

Isolat IDS 2

1. Hyphae Septate.......c.ooviniiiii e 6
6. Hyphae without clamp Connection................ccooiiiiiiiiiiiiinian.e 7
7. Spores Formed..........c.oooiiiiiiiiiiiiiii Ascomycetes

Isolat IDS 3

1. Hyphae septate.........cooiiiniinii e 6
6. Hyphae without clamp Connection...............cceeviiiiiiiiniieenenn... 7
7. Spores Formed............ooiiiiiiiiiiiiii Ascomycetes
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LAMPIRAN 2. Hasil Fermentasi Fungi Endofit Daun Sirsak

Sebelum Fermentasi

No. | Fungi Endofit
1. |IDS1
2. |IDS2
3. |IDS3

Sesudah Fermentasi




LAMPIRAN 3. Gambar Hasil Uji Fitokimia Fungi Endofit Daun Sirsak

No. | Uji Fitokimia | Gambar
1. | Flavonoid g
2. Tanin

3. Saponin

4. Fenolik

5. Alkaloid

Keterangan

IDS 1= Putih Keruh (-)
IDS 2 = Tidak Berwarna (-)
IDS 3 = Tidak Berwarna (-)

IDS 1 = Coklat Muda (-)
IDS 2 = Hijau Kehitaman (+)
IDS 3 = Kuning Jernih (-)

IDS 1 = Ada Busa (+)
IDS 2 = Tidak Ada Busa (-)
IDS 3 = Tidak Ada Busa (-)

IDS 1 = Coklat Muda (-)
IDS 2 = Hijau Kehitaman (+)
IDS 3 = Kuning Jernih (-)

IDS 1 = Tidak Ada Endapan
()

IDS 2 = Tidak Ada Endapan
()

IDS 3 = Ada Endapan Jingga
+)




LAMPIRAN 4. Rumus perhitungan diameter zona hambat Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli

Rumus perhitungan diameter zona hambat Staphylococcus aureus

No. Kode Isolat Ulangan (mm)
1 2 3 4

1. |IDS1 9,59 9,03 9,4 9.16
2. |IDS2 11,07 | 11,39 10,92 10,32
3. |IDS3 7,7 8,83 8,13 7,75
4. | Kontrol Positif 10,32 11,36 12,12 11,17
5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0

Keterangan diameter kertas saring 6 mm

Lz =Lav-Ld

Dimana Lz: Diameter zona hambat (mm)

Lav: Diameter zona hambat dengan kertas
Ld: Diameter kertas saring (mm)

Contoh: Lz=Lav-Ld

IDS 1 U1: 9,59 mm — 6mm = 3,59 mm

No. Kode Isolat Ulangan (mm)

1 2 3 4
1. |IDS1 3,59 3,03 3,40 3,16
2. |IDS2 5,07 5,39 4,92 4,32
3. |IDS3 1,70 2,38 2,13 1,75
4. | Kontrol Positif 4,32 5,36 6,21 517
5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0

Rumus perhitungan diameter zona hambat Escherichia coli

No. Kode Isolat Ulangan (mm)
1 2 3 4

1. |IDS1 10,4 9,78 8.93 9,42
2. |IDS2 12,01 | 11,44 10,48 10,91
3. | IDS3 9,7 7,13 7,34 8,38
4. | Kontrol Positif 13,27 12,39 13,23 12,84
5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0

Keterangan diameter kertas saring 6 mm

Lz = Lav-Ld

Dimana Lz: Diameter zona hambat (mm)

Lav: Diameter zona hambat dengan kertas

Ld: Diameter kertas saring (mm)



Contoh: Lz =Lav - Ld
IDS1U1:10,4 mm—-6 mm =44 mm

No. Kode Isolat Ulangan (mm)

1 2 3 4
1. |IDS1 4.4 3,78 2,39 3,42
2. |IDS?2 6,01 5,44 4,48 4,91
3. |IDS3 3,70 1,13 1,34 2,38
4. | Kontrol Positif 7,27 6,39 7,23 6,84
5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0




Lampiran 5. Hasil Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Fungi endofit
Daun Sirsak terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli

Hasil Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Fungi endofit Daun Sirsak
terhadap bakteri Staphylococcus aureus

No. Kode Isolat Ulangan (mm) Rata — Rata
1 2 3 (mm)

1. |IDS1 3,59 3,40 3,16 3,38

2. |IDS2 5,07 4,92 5,39 5,12

3. |IDS3 2,38 2,13 1,75 2,08

4. | Kontrol Positif 5,36 6,21 5,17 5,58

5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0

Hasil Diameter Zona Hambat Ekstrak Etil Asetat Fungi endofit Daun Sirsak
terhadap bakteri Escherichia coli

No. Kode Isolat Ulangan (mm) Rata — Rata
1 2 3 (mm)

1. IDS 1 4,40 3,78 3,42 3,87

2. | IDS?2 6,01 5,44 4,91 5,45

3. |IDS3 3,70 1,34 2,38 2,47

4. | Kontrol Positif 7,27 7,23 6,84 7,11

5. | Kontrol Negatif 0 0 0 0




LAMPIRAN 6. HASIL UJI STATISTIKA PENGHAMBATAN FUNGI

ENDOFIT terhadap Staphylococcus aureus

1. Uji Normalitas

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Unstandardized
Residual
N 15
Normal Parameters? Mean .0000000
Std. Deviation 1.92196551
Most Extreme Differences  Absolute 272
Positive 272
Negative -.152
Kolmogorov-Smirnov Z 1.053
Asymp. Sig. (2-tailed) .218
a. Test distribution is Normal.
2. Uji Anova
ANOVA
Ulangan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 62.650 4 15.662 153.133 .000
Within Groups 1.023 10 102
Total 63.673 14
3. Uji Duncan
Ulangan
Subset for alpha = 0.05
Jenisekstrak 1 2 3 4
Duncan? Kontrol Negatif 3 .0000
IDS 3 3 2.0867
IDS 1 3 3.3833
IDS 2 3 5.1267
Kontrol Positif 3 5.5800
Sig. 1.000 1.000 1.000 113

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.




LAMPIRAN 7. HASIL UJI STATISTIKA PENGHAMBATAN FUNGI
ENDOFIT terhadap Escherichia coli

1. Uji Normalitas

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Unstandardize
d Residual

N 15

Normal Parameters? Mean .0000000]
Std. Deviation 2.43024337

Most Extreme Absolute 158

Differences Positive 158
Negative -.145

Kolmogorov-Smirnov Z .613

Asymp. Sig. (2-tailed) .847

a. Test distribution is Normal.

| |

2. Uji Anova
ANOVA
Ulangan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 89.743 4 22.436 55.985 .000}
Within Groups 4.007 10 401
Total 93.751 14
3. Uji Duncan
Ulangan
Subset for alpha = 0.05
Jenisekstrak N 1 2 3 4 5
Duncan? Kontrol Negatif 3 .0000
IDS 3 3 2.4733
IDS 1 3 3.8667
IDS 2 3 5.4533
Kontrol Positif 3 7.1133
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000]1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.










