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ABSTRAK

Fuadati, Choirul. 2015. Identifikasi Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Jamur
Endofit dari Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) yang Berpotensi
sebagai Senyawa Antibakteri. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Pembimbing : Dr. Hj. Ulfah Utami, M.Si. dan Mukhlis Fahruddin, M.S.I.

Kata Kunci: Temulawak, jamur endofit temulawak , isolat TRB1 dan TRP1, Uji
fitokimia, KLT, Bioautografi

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) merupakan salah satu tanaman obat
asli Indonesia yang dijadikan sebagai bahan antibakteri. Dalam temulawak terdapat
mikroba endofit yang dapat menghasilkan metabolit sekunder dengan kandungan
senyawa bioaktif yang mirip atau hampir sama dengan induknya, terutama pada jenis
jamur endofit. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui senyawa aktif yang terkandung
dalam metabolit sekunder jamur endofit temulawak yang berpotensi sebagai senyawa
antibakteri.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu eksploratif deskriptif
kualitatif. Sebanyak 2 isolat jamur endofit terpilih telah diisolasi dari rimpang temulawak
(Curcuma xanthorrhiza Roxb.) dengan kemampuan aktivitas antibakteri yang paling
tinggi berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, yaitu isolat TRB1 (rimpang dari Batu)
dan TRP1 (rimpang dari Purwodadi) dan diidentifikasi senyawa aktif dengan uji fitokimia
dilanjutkan dengan pemisahan senyawa aktif dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis)
dan uji bioautografi kontak untuk mengetahui kemampuan aktivitas senyawa yang telah
terpisah melalui KLT dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji.

Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa metabolit sekunder jamur endofit dari
jenis isolat TRB1 dan TRP1 menunjukkan hasil positif pada uji senyawa saponin.
Pemisahan senyawa dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis), ekstrak isolat TRB1 dan
TRP1 dalam etil asetat dielusi dengan eluen kloroform:benzena:etanol 98% (45:45:10)
pada visualisasi UV 365 nm menghasilkan 4 bercak pada isolat TRB1 dan 5 bercak pada
isolat TRP1 dan  diindikasikan mengandung senyawa kurkuminoid (Kurkumin,
desmetoksikurkumin, bisdesmetoksikurkumin). Sedangkan untuk eluen N-heksan:etil
asetat (10:1) pada visualisasi UV 254 nm terdeteksi sebagai senyawa xanthorizol dengan
nilai Rf 0,56 untuk bercak pada Isolat TRB1 dan Rf 0,55 pada bercak isolat TRP1.
Bioautografi dari hasil KLT menunjukkan penghambatan dengan zona iradikal pada
isolat TRP1 dengan eluen kloroform: benzena: etanol 98% (45:45:10) pada bercak
dengan nilai Rf 0,37 yang diduga senyawa desmetoksikurkumin dan juga penghambatan
dengan zona iradikal pada isolat TRP1 dengan eluen N-heksan: etil asetat (10:1) pada
bercak dengan nilai Rf 0,55 yang diduga senyawa xanthorizol. Sehingga kandungan
kurkuminoid dan xanthorizol yang terdeteksi dalam metabolit sekunder jamur endofit
temulawak juga berpotensi sebagai senyawa antibakteri, yang sama seperti tanaman
inangnya, yaitu temulawak.
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ABSTRACT

Fuadati, Choirul. 2015. Identification Active Compound of Secondary Metabolic
Endophytic Fungi from Curcuma xanthorrhiza Roxb. as a Potensial
Antibacterial Compound. Thesis. Biology Departement, Science and
Technology Faculty, Islamic State University of Maulana Malik Ibrahim
Malang.

Supervisors : Dr. Hj. Ulfah Utami, M.Si. and Mukhlis Fahruddin, M.S.1.

Keyword: Temulawak, Endophytic Fungi of Curcuma , isolates of TRB1 dan TRP1,
Phytochemical test, TLC, Bioautography

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) is one of the medicinal native plants
of Indonesia which is used as an antibacterial material. Temulawak inside are present
endophytic microbes that can produce secondary metabolites with bioactive compounds
that are similar or almost same as its parent, mainly on the type of endophytic fungi. The
aims of this study are to determine the active compound contained in the secondary
metabolites of endophytic fungus of Temulawak as a potential antibacterial compounds.

The method used in this research is descriptive exploratory qualitative. A total of
2 isolates of endophytic fungi selected has been isolated from the rhizome of Temulawak
with the highest ability of the antibacterial activity based on the results of previous
studies, which isolates TRB1 (rhizome from Batu) and TRP1 (rhizome from Purwodadi)
and identified the active compound with the phytochemical test and followed by
separation of the active compound with TLC (Thin Layer Chromatography) and contact
bioautography test to determine the ability of the activity of compounds that have been
separated by TLC in inhibiting the growth of bacteria test.

The result of phytochemical test showed that the secondary metabolites of

endophytic fungi from isolates of TRP1 and TRB1 showed positive results in the test
compound of saponin. Continued separation of compounds by TLC (Thin Layer
Chromatography), extracts of isolates TRB1 and TRP1 in ethyl acetate eluted with
chloroform eluent: benzene: ethanol 98% (45:45:10) at visualization of UV 365 nm
showed 4 spots on isolates TRB1 and 5 spots on the TRP1 isolate and contain
compounds indicated kurkuminoid (Curcumin, desmetoksikurkumin,
bisdesmetoksikurkumin). As for the eluent n-hexane: ethyl acetate (10:1) at visualization
of UV 254 nm detected as xanthorizol compound with Rf value of 0.56 for spot of
Isolates TRB1 and Rf 0.55 on spot of isolates TRP1. Bioautography of TLC results
showed inhibition of iradikal zone in isolates TRP1 with eluent chloroform: benzene:
ethanol 98% (45:45:10) on the spot with Rf value of 0.37, which estimated of
desmetoksikurkumin compounds and inhibition of iradikal zone in isolates TRP1 with
eluent n-hexane: ethyl acetate (10: 1) on the spot with Rf value of 0.55 which estimated
of xanthorizol compound. Kurkuminoid and xanthorizol compounds are specific
compounds of Temulawak that is also detected in its endophytic fungus, so the content of
kurkuminoid and xanthorizol in endophytic fungi from Curcuma xanthorrhiza Roxb. as a
potential antibacterial compounds.
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Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) merupakan salah satu tanaman obat
asli Indonesia yang dijadikan sebagai bahan antibakteri. Dalam temulawak terdapat
mikroba endofit yang dapat menghasilkan metabolit sekunder dengan kandungan
senyawa bioaktif yang mirip atau hampir sama dengan induknya, terutama pada jenis
jamur endofit. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui senyawa aktif yang terkandung
dalam metabolit sekunder jamur endofit temulawak yang berpotensi sebagai senyawa
antibakteri.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu eksploratif deskriptif
kualitatif. Sebanyak 2 isolat jamur endofit terpilih telah diisolasi dari rimpang temulawak
(Curcuma xanthorrhiza Roxb.) dengan kemampuan aktivitas antibakteri yang paling
tinggi berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, yaitu isolat TRB1 (rimpang dari Batu)
dan TRP1 (rimpang dari Purwodadi) dan diidentifikasi senyawa aktif dengan uji fitokimia
dilanjutkan dengan pemisahan senyawa aktif dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis)
dan uji bioautografi kontak untuk mengetahui kemampuan aktivitas senyawa yang telah
terpisah melalui KLT dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji.

Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa metabolit sekunder jamur endofit dari
jenis isolat TRB1 dan TRP1 menunjukkan hasil positif pada uji senyawa saponin.
Pemisahan senyawa dengan KLT (Kromatografi Lapis Tipis), ekstrak isolat TRB1 dan
TRP1 dalam etil asetat dielusi dengan eluen kloroform:benzena:etanol 98% (45:45:10)
pada visualisasi UV 365 nm menghasilkan 4 bercak pada isolat TRB1 dan 5 bercak pada
isolat TRP1 dan  diindikasikan mengandung senyawa kurkuminoid (Kurkumin,
desmetoksikurkumin, bisdesmetoksikurkumin). Sedangkan untuk eluen N-heksan:etil
asetat (10:1) pada visualisasi UV 254 nm terdeteksi sebagai senyawa xanthorizol dengan
nilai Rf 0,56 untuk bercak pada Isolat TRB1 dan Rf 0,55 pada bercak isolat TRP1.
Bioautografi dari hasil KLT menunjukkan penghambatan dengan zona iradikal pada
isolat TRP1 dengan eluen kloroform: benzena: etanol 98% (45:45:10) pada bercak
dengan nilai Rf 0,37 yang diduga senyawa desmetoksikurkumin dan juga penghambatan
dengan zona iradikal pada isolat TRP1 dengan eluen N-heksan: etil asetat (10:1) pada
bercak dengan nilai Rf 0,55 yang diduga senyawa xanthorizol. Sehingga kandungan
kurkuminoid dan xanthorizol yang terdeteksi dalam metabolit sekunder jamur endofit
temulawak juga berpotensi sebagai senyawa antibakteri, yang sama seperti tanaman
inangnya, yaitu temulawak.
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Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) is one of the medicinal native plants
of Indonesia which is used as an antibacterial material. Temulawak inside are present
endophytic microbes that can produce secondary metabolites with bioactive compounds
that are similar or almost same as its parent, mainly on the type of endophytic fungi. The
aims of this study are to determine the active compound contained in the secondary
metabolites of endophytic fungus of Temulawak as a potential antibacterial compounds.

The method used in this research is descriptive exploratory qualitative. A total of
2 isolates of endophytic fungi selected has been isolated from the rhizome of Temulawak
with the highest ability of the antibacterial activity based on the results of previous
studies, which isolates TRB1 (rhizome from Batu) and TRP1 (rhizome from Purwodadi)
and identified the active compound with the phytochemical test and followed by
separation of the active compound with TLC (Thin Layer Chromatography) and contact
bioautography test to determine the ability of the activity of compounds that have been
separated by TLC in inhibiting the growth of bacteria test.

The result of phytochemical test showed that the secondary metabolites of

endophytic fungi from isolates of TRP1 and TRB1 showed positive results in the test
compound of saponin. Continued separation of compounds by TLC (Thin Layer
Chromatography), extracts of isolates TRB1 and TRP1 in ethyl acetate eluted with
chloroform eluent: benzene: ethanol 98% (45:45:10) at visualization of UV 365 nm
showed 4 spots on isolates TRB1 and 5 spots on the TRP1 isolate and contain
compounds indicated kurkuminoid (Curcumin, desmetoksikurkumin,
bisdesmetoksikurkumin). As for the eluent n-hexane: ethyl acetate (10:1) at visualization
of UV 254 nm detected as xanthorizol compound with Rf value of 0.56 for spot of
Isolates TRB1 and Rf 0.55 on spot of isolates TRP1. Bioautography of TLC results
showed inhibition of iradikal zone in isolates TRP1 with eluent chloroform: benzene:
ethanol 98% (45:45:10) on the spot with Rf value of 0.37, which estimated of
desmetoksikurkumin compounds and inhibition of iradikal zone in isolates TRP1 with
eluent n-hexane: ethyl acetate (10: 1) on the spot with Rf value of 0.55 which estimated
of xanthorizol compound. Kurkuminoid and xanthorizol compounds are specific
compounds of Temulawak that is also detected in its endophytic fungus, so the content of
kurkuminoid and xanthorizol in endophytic fungi from Curcuma xanthorrhiza Roxb. as a
potential antibacterial compounds.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Indonesia dikenal sebagai salah satu dari 7 negara yang memiliki
keanekaragaman hayati terbesar kedua setelah Brazil (Radji, 2005), sehingga
sangat berpotensi dalam pengembangan obat herbal berbasis pada tanaman obat
tradisional (Elfina et al., 2013). Salah satu jenis tanaman yang banyak digunakan
masyarakat sebagai bahan baku obat-obatan tradisional adalah temulawak
(Curcuma zanthorrhiza Roxb.) dari suku Zingiberaceae. Temulawak (Curcuma
xanthorhiza Roxb) merupakan tanaman obat asli Indonesia yang dimanfaatkan
untuk penyembuhan berbagai jenis penyakit dengan klaim khasiat cukup banyak.
(Raharjo dan Ajijah, 2007).

Selain itu temulawak merupakan salah satu spesies dari genus Curcuma
yang banyak dimanfaatkan sebagai antimikroba karena kandungan senyawa
aktifnya mampu mencegah pertumbuhan mikroba. Bagian yang berkhasiat dari
temulawak adalah rimpangnya yang mengandung minyak atsiri, saponin,
flavonoid, alkaloid, dan tannin. Minyak atsiri (xanthorizol) dan kurkuminoid
(kurkumin dan desmetoksikurkumin) merupakan komponen utama temulawak
yang bersifat antimikroba (Afifah, 2005; Siagian, 2006).

Menurut Jawetz et al. (2005), rimpang Curcuma sp. sering digunakan
dalam pengobatan tradisional, termasuk dari spesies Curcuma xanthorrhiza Roxb.
diantaranya untuk mengobati keputihan, obat diare, obat jerawat dan gatal-gatal.

Menurut Padiangan (2010), pada penelitian sebelumnya ekstrak tanaman



Curcuma xanthorriza mampu menghambat pertumbuhan Bacillus cereus, E. coli,
Penicilium sp. dan Rhizopus oryzae.

Penelitian yang dilakukan oleh Adila et al. (2013) mengenai uji efektifitas
ekstrak segar rimpang Curcuma spp. dalam menghambat pertumbuhan mikroba
uji menunjukkan bahwa dari keenam jenis Curcuma, maka temulawak (Curcuma
xanthorriza) lebih sensitif dalam menghambat pertumbuhan ketiga mikroba uji
dibandingkan dengan Curcuma lain terutama pada bakteri E. coli. Bahkan
diameter zona hambat yang dibentuk melebihi diameter kontrol positif
khlorampenikol (29 mm). Meilisa (2009) juga menyatakan bahwa ekstrak etanol
rimpang temulawak mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. coli.

Beberapa mikroorganisme yang bersifat patogen terhadap mmanusia
adalah bakteri Escherichia coli penyebab penyakit infeksi diare dan kontaminasi
enterotoksin Staphylococcus aureus sebagai penyebab keracunan makanan.
Keduanya merupakan permasalahan kesehatan yang menyerang saluran
pencernaan, sering ditemukan di berbagai kalangan masyarakat dan merupakan
mikroorganisme uji yang umum digunakan (Adila et al., 2013).

Penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri tersebut adalah kuasa dan
kehendak Allah SWT. dalam menurunkan penyakit. Allah Maha Adil dan
Bijaksana dalam segala hal, Dia menurunkan penyakit sekaligus menciptakan
penyembuhnya (obat). Qayyim Al Jauziyah (1994) mengatakan bahwa setiap
penyakit pasti ada obatnya adalah bersifat umum, mencakup segala penyakit dan
segala macam obat yang dapat menyembuhkan penderita, karena sesungguhnya

Allah telah menyiapkan segala macam obat penyakit baik penyakit ringan maupun



penyakit yang membahayakan, salah satu contohnya adalah penyakit yang
disebabkan oleh bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, yang mulai
resisten terhadap beberapa obat antimikroba sekalipun, sehingga kita tidak lantas
menyerah begitu saja dengan hal tersebut, tetap berusaha keras dalam penemuan
obat alternatif lain seperti pencarian antibiotik baru.

Langkah-langkah untuk mendapatkan jenis antibiotik baru misalnya
melalui penemuan isolat mikrobia baru (Tscherter dan Dreyfus, 1992) atau lebih
dikenal dengan mikroba endofit sudah mulai banyak mendapat perhatian dan yang
paling umum ditemukan adalah dari jenis jamur endofit (Strobel dan Daisy,
2003). Jamur endofit merupakan salah satu mikroba endofit yang tinggal dan
hidup di dalam jaringan tanaman seperti daun, bunga, ranting, ataupun akar
tanaman (Schulz dan Boyle, 2006) yang akan memberikan keuntungan bagi
tanaman, yaitu ketahanan tanaman terhadap berbagai cekaman (Wulandari et al.,
2014).

Pemanfaatan mikroba endofit seperti jamur endofit memiliki kelebihan
sebagai sumber senyawa bioaktif, karena mudah ditumbuhkan, memiliki siklus
hidup yang pendek dan dapat menghasilkan senyawa bioaktif dalam jumlah besar.
Karena jamur endofit mampu menghasilkan metabolit sekunder dengan senyawa
biaoaktif yang sama atau mirip dengan inangnya, maka isolasi senyawa bioaktif
tersebut tidak harus menebang tanaman inang sebagai simplisianya. Sehingga
biodiversitas tanaman tersebut di alam akan tetap terjaga (Tan dan Zou, 2000).

Devi dan Wahab (2012) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa

metabolit bioaktif yang diisolasi dari jamur Penicillium sp. pada tanaman obat



Camellia sinensis dapat dijadikan sebagai sumber agen antibakteri. Oleh sebab itu
penelitian-penelitian  untuk mengeksplorasi  keanekaragaman jenis serta
kandungan zat bioaktif yang diproduksi oleh mikroba endofit khususnya dari jenis
jamur endofit dalam jaringan tanaman tersebut sangat perlu dilakukan (Sinaga et
al., 2009). Sebagaimana firman Allah SWT. dalam surat As-Syu’araa’ ayat 7-8
yang berbunyi:

R
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Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat
suatu tanda kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman.

Basyir (2011: 664) dalam tafsir Al-Muyassar menjelaskan bahwa dalam
firman Allah yang artinya “pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik”
dimaknai oleh para ulama’ dengan arti berbagai macam tumbuhan yang indah lagi
bermanfaat, tumbuh-tumbuhan tersebut menjadi bukti atas kodrat Allah SWT.,
sedangkan hal itu masih banyak didustakan oleh orang-orang yang tidak beriman.
Ayat tersebut sangat berkaitan erat dengan penelitian ini yang memanfaatkan
tumbuhan sebagai obat tradisional. Apabila diteliti lebih dalam maka didalam
tumbuhan tersebut terdapat mikroba endofit yang dapat menghasilkan metabolit
sekunder dengan senyawa-senyawa aktifnya yang dapat dikembangkan sebagai
obat berbagai penyakit.

Penelitian ini memanfaatkan jamur endofit dalam tanaman temulawak,

untuk mengetahui aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji, seperti halnya



penelitian Imawati (2015) yang menunjukkan keberhasilan isolasi dari 4 isolat
bakteri endofit rimpang temulawak, yaitu spesies Actinomyces viscosus dan
Pseudomonas stutzeri dari Batu, Actinomces viscosus dan Bacillus brevis dari
Purwodadi yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas
aeruginosa dan Sthaphyllococcus epidermidis.

Sehingga pemanfaatan jamur endofit temulawak tersebut dapat digunakan
senyawa bioaktif yang berasal dari metabolit sekunder sebagai senyawa
antibakteri yang terdiri dari berbagai komponen. Komponen-komponen senyawa
tersebut dapat diidentifikasi melalui uji fitokimia dan pemisahan senyawa dengan
metode kromatografi lapis tipis (KLT). Pemisahan senyawa dengan menggunakan
kromatografi lapis tipis ini mempunyai banyak keuntungan, yaitu membutuhkan
waktu yang lebih cepat, mudah dilakukan, membutuhkan penyerap dan sampel
dalam jumlah yang sedikit, serta menghasilkan pemisahan yang lebih baik
(Sastrohamidjojo, 1991).

Beberapa penelitian yang menggunakan metode KLT antara lain
identifikasi komponen aktif rimpang temulawak oleh Deasywaty (2011) melalui
uji fitokimia serta KLT dengan n-heksan:etil asetat (14:1) sebagai fase gerak
dengan hasil dugaan mengandung senyawa terpenoid yaitu xanthorizol. Metode
KLT juga digunakan oleh Herdiyanto (2014); Asriani (2010); dan Hwang et al.
(2000) dalam isolasi xanthorizol pada rimpang temulawak dengan eluen n-
heksan:etil asetat (10:1). Stahl (1985) juga menggunakan metode KLT dalam

pemisahan senyawa pada rimpang  temulawak  dengan eluen



kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) dan berhasil mengidentifikasi senyawa
kurkuminoid.

Berdasarkan hasil penelitian dari metode KLT tersebut maka dilakukan
pemisahan senyawa xanthorizol dan kurkuminoid pada metabolit sekunder jamur
endofit rimpang temulawak dengan metode KLT. Hal ini menjadi sangat penting
dikarenakan dua senyawa tersebut merupakan senyawa khas dari temulawak.
Hasil KLT, namun demikian, tidak memberikan informasi mengenai komponen
aktif pada senyawa antibakteri dari metabolit sekunder jamur endofit, sehingga
perlu dikombinasikan dengan metode bioautografi (Sudirman, 2005).

Metode bioautografi menggabungkan penggunaan teknik kromatografi
lapis tipis dengan respons dari mikroorganisme yang diuji berdasarkan aktivitas
biologi dari suatu sampel yang dapat berupa antibakteri, antikapang, dan
antiprotozoa (Kusumaningtyas et al., 2008). Bioautografi yang digunakan dalam
penelitian ini merupakan bioautografi kontak karena mudah untuk dilakukan dan
hasil dapat terlihat jelas tanpa menggunakan larutan pewarna seperti MTT pada
bioautografi agar-overlay. Penelitian ini diharapkan menjadi acuan penggunaan
jamur endofit terhadap bahan alam dengan senyawa aktifnya dalam
penanggulangan penyakit infeksi dalam pencernaan.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan diatas maka rumusan
masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apa saja jenis senyawa aktif yang terkandung dalam metabolit sekunder jamur

endofit dari temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.)?



2. Apakah senyawa aktif dalam metabolit sekunder jamur endofit temulawak
(Curcuma xanthorrhiza Roxb.) berpotensi sebagai antibakteri terhadap bakteri
patogen uji (Escherichia coli dan Staphylococcus aureus)?

1.3 Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka tujuan dari penelitian ini yaitu:

1. Untuk mengidentifikasi jenis senyawa aktif yang terkandung dalam metabolit
sekunder jamur endofit dari temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.)

2. Untuk mengetahui kemampuan jenis senyawa aktif dalam metabolit sekunder
jamur endofit temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) yang berpotensi
sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen uji (Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus).

1.4 Manfaat

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Pemanfaatan jamur endofit dalam tanaman akan menjadikan biodiversitas
tanaman tersebut tetap terjaga.

2. Memberikan informasi mengenai jenis senyawa metabolit sekunder dari jamur
endofit temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) yang dapat berperan
sebagai sumber antibakteri yang dapat dikembangkan menjadi obat antibiotik

baru.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah
1. Isolat jamur endofit temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) yang digunakan

merupakan koleksi isolat jamur endofit dari laboratorium Mikrobiologi UIN



Malang yang mempunyai aktivitas antibakteri terbaik terhadap bakteri uji
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dari penelitian sebelumnya.

2. Bakteri patogen uji yang digunakan yaitu dari spesies bakteri Escherichia coli
dan Staphylococcus aureus yang diperoleh dari laboratorium Bakteriologi
Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya Malang.

3. ldentifikasi senyawa aktif meliputi uji fitokimia ekstrak kasar metabolit
sekunder hasil fermentasi jamur endofit yang meliputi uji senyawa
terpenoid/steroid, uji alkaloid, uji fenolik, uji flavonoid, dan uji saponin dan
juga pemisahan senyawa aktif dengan metode Kromatografi Lapis Tipis
(KLT).

4. Hasil pemisahan senyawa dengan KLT dilanjutkan dengan Bioautografi kontak
untuk mengetahui kemampuan senyawa aktif yang sudah terpisah dalam

menghambat pertumbuhan bakteri uji.



BAB I1

KAJIAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.)
2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Temulawak
Klasifikasi rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) dalam

sistematika tumbuhan adalah sebagai berikut (Rukmana, 1995):

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Monocotyledonae

Bangsa : Zingiberales

Suku : Zingiberaceae

Marga : Curcuma

Spesies : Curcuma xanthorrhiza Roxb.

Tanaman khas Indonesia satu ini memiliki potensi yang luar biasa, karena
termasuk salah satu jenis temu-temuan yang paling banyak digunakan orang
sebagai tanaman obat-obatan, bahkan konon tanaman ini memiliki kegunaaan
setara dengan ginseng Korea. Oleh karenanya masyarakat Indonesia beranggapan
bahwa temulawak sebagai ginseng Indonesia (Kunia, 2007). Setiap tumbuhan
yang diciptakan Allah SWT. mempunyai bentuk, rasa, dan manfaat masing-

masing. Sebagaimana Allah SWT. berfirman dalam surat Al-An’am ayat 99:
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Artinya: Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka Kami
keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan
dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan
kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima
yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan
Allah) bagi orang-orang yang beriman.

Berdasarkan tafsir Al-Muyassar ayat di atas menerangkan bahwa:

Hanya Allah semata yang menurunkan hujan itu. Dia menumbuhkan
segala macam tumbuhan . Dari tumbuhan itu muncul tanaman yang hijau ,
kemudian darinya Dia mengeluarkan biji-bijian yang sebagian darinya
tersusun dengan bagian yang lain, seperti batang tangkai gandum, jewawut
dan padi. Dia juga mengeluarkan dari pucuk pohon kurma jenjang-jenjang
kurma muda, jenjang-jenjang Yyang mudah dipetik. Allah juga
menumbuhkan kebun-kebun anggur. Dia menumbuhkan pohon zaitun,
delima yang daunnya mirip namun berbeda buahnya dari sisi bentuk, rasa
dan tabiat. Lihatlah wahai manusia kepada buah-buahan dari tumbuhan-
tumbuhan ini saat berbuah dan saat ia mulai ranum siap untuk dipetik.
Sesungguhnya hal itu wahai manusia mengandung bukti-bukti atau
kesempurnaan kodrat Allah sebagai pencipta semua itu, hikmah dan
rahmat-Nya bagi kaum yang membenarkan Allah SWT dan menjalankan
syariat-Nya (Basyir, 2011: 558).

Penafsiran Al-Muyassar tentang ayat tersebut, para ulama hanya
memberikan penafsiran yang tidak jauh berbeda dengan teks ayat, hanya
menjelaskan sedikit dari arti kalimat yang jarang digunakan dalam Bahasa Arab.

Al-Qur’an merupakan petunjuk bagi tiap umat Islam yang meyakininya. Sebagai



sumber dari segala ilmu pengetahuan, Al-Qur’an tidak menyebutkan setiap hal
yang ada di dunia ini secara mendetail, namun semua hal itu terkandung di dalam
arti global yang disebutkan oleh Al-Qur’an dan hal ini sudah dijamin oleh Allah
di dalam Al-Qur’an itu sendiri. Seperti halnya keterkaitan temulawak dalam
makna Surat Al-An’am ayat 99 secara global.

Firman Allah dalam surat Al-An’am ayat 99 ini telah menjelaskan begitu
banyak jenis tumbuhan yang ada di bumi dan bagaimana Allah menumbuhkannya
(tumbuhan) dengan berbagai jenis dengan bentuk, rasa, dan manfaat yang
berbeda, seperti halnya Allah menumbuhkan temulawak yang pada rimpangnya
keluar tunas dan akan menjulang batang, daun yang hijau serta bunganya yang
indah. Demikian pula Allah menciptakan temulawak yang mudah untuk diambil
rimpangnya dalam tanah dan kemudian dapat dimanfaatkan manusia sebagai obat
tradisional, kosmetik, ataupun lainnya. Hal ini merupakan salah satu bukti
kekuasaan Allah agar manusia senantiasa memikirkan dan mensyukuri ciptaan-
Nya.

Temulawak adalah tanaman monokotil yang tidak memiliki akar
tunggang, akar yang dimiliki berupa rimpang yang terdiri dari rimpang utama
(induk) dan rimpang samping (cabang). Rimpang induk atau rimpang utama
berbentuk jorong atau gelendong, sedangkan rimpang samping atau rimpang
cabang berupa akar yang menggembung pada ujungnya membentuk umbi.
Rimpang samping atau cabang yang dihasilkan setiap kali pemanenan jumlahnya
hampir sama dengan rimpang utama, tetapi rimpang cabang ini selalu dibuang

karena dianggap tidak mempunyai khasiat obat (Prasetyorini et al., 2011).



Gambar 2.1. Morfologi temulawak.1)tanaman temulawak terdiri atas rimpang,
batang, bunga, dan daun. 2) rimpang temulawak (Wardiyono, 2015)

Batang tanaman temulawak berupa batang semu yang merupakan
metamorfosis atau penjelmaan dari daun tanaman, temulawak tumbuh merumpun
dengan batang semu yang tumbuh dari rimpangnya. Batang semu berasal dari
pelepah-pelepah daun yang saling menutup membentuk batang. Tinggi tanaman
ini dapat mencapai 2-2,5 meter dengan warna hijau atau cokelat gelap. Mulai dari
pangkalnya sudah memunculkan tangkai daun yang panjang berdiri tegak
(Muhlisah, 1999).

Panjang daun sekitar 31-84 cm dan lebar 10-18 cm, berwarna hijau tua
atau cokelat keunguan dengan garis-garis cokelat di bagian tulang daunnya dan
pada bagian ibu tulang daun (bagian tengah daun) berwarna ungu. Sedangkan
panjang tangkai termasuk helaian daun sekitar 43-80 cm. Pada sisi kiri dan kanan
tulang daun terdapat semacam pita memanjang berwarna merah keunguan,

pertulangan daun menyirip berwarna hijau, daun pelindung banyak, yang



panjangnya melebihi atau sebanding dengan mahkota bunga dan berbentuk
corong, pelepah daunnya saling menutupi membentuk batang (Mursito, 2002).
2.1.2 Penyebaran dan Kandungan Temulawak

Kawasan Indo-Malaysia merupakan tempat dari mana temulawak (C.
xanthorriza) menyebar ke seluruh dunia. Temulawak adalah tumbuhan asli
Indonesia sehingga mudah sekali tumbuh dan berkembang biak di negara Kita,
yang mana persebarannya hanya terbatas di Jawa, Maluku, dan Kalimantan.
(Sidik, 1997). Tempat tumbuhnya sangat mempengaruhi terhadap kualitas dari
rimpang temulawak yang dihasilkan. Bila temulawak ditanam di dataran rendah
maka patinya lebih tinggi dibanding di dataran rendah, sedangkan temulawak
yang ditanam di daerah dataran tinggi minyak atsirinya lebih besar dibanding di
dataran rendah (Tjitrosoepomo, 2005). Rimpangnya dipanen jika bagian tanaman
yang ada di atas tanah sudah mulai kering dan mati, biasanya sekitar 9-24 bulan.
(Dalimartha, 2006).

Bagian yang berkhasiat dari temulawak adalah rimpangnya yang
mengandung minyak atsiri, saponin, flavonoid, alkaloid, dan tannin (Afifah, 2005;
Siagian, 2006 dalam Deasywaty, 2011). Berdasarkan hasil analisis kimia,
kandungan utama temulawak terdiri dari pati (48,18-59,64%), serat (2,58-4,83%),
minyak atsiri (phelandren, kamfer, tumerol, sineol, borneol, dan xanthorhizol)
(1,48-1,63%) serta kurkuminoid (kurkumin dan desmetoksikurkumin) (1,6-2,2%)
(Taryono et al., 1987; Afifah, 2005; Siagian, 2006).

Fraksi pati dalam temulawak mempunyai kandungan kimia terbesar

tergantung dari ketinggian tempat tumbuh. Hayani (2006) melaporkan pula dalam



penelitiannya bahwa hasil analisis secara kuantitatif serbuk rimpang temulawak
dapat diketahui kadar pati merupakan hasil yang tertinggi yang mempunyai
harapan dapat dikembangkan sebagai bahan baku industri makanan dan dalarn
bidang farmasi sebagai bahan pembantu industri tablet.

Tabel 2.1. Hasil analisis serbuk rimpang temulawak (Hayani, 2006)

No. Jenis Analisis Nilai (%)
1 | Kadar air 13,98
2 | Kadar minyak atsiri 3,81
3 | Pati 41,45
4 | Serat 12,62
5 | Abu 4,62
6 | Abu tak larut asam 0,56
7 | Sari dalam alkohol 9,48
8 | Sari dalam air 10,90
9 | Kurkumin 2,29

Minyak atsiri dan kurkuminoid merupakan komponen utama temulawak
yang bersifat antimikroba (Afifah, 2005; Siagian, 2006). Berdasarkan laporan
Koswara et al. (2012) kandungan minyak atsiri dalam temulawak merupakan
yang paling tinggi diantara jenis Curcuma. Kandungan minyak atsiri pada
temulawak sekitar 8% dan warna kuning merupakan warna dari kurkumin.

Komponen khas minyak atsiri pada rimpang temulawak adalah
xanthorizol, yang termasuk ke dalam kelompok sesquiterpen. Xanthorizol
memiliki rumus molekul C;5H,,0 dengan bobot molekul sebesar 218.335 g/mol.
Nama IUPAC-nya 5-(1,5-dimetilheks-4-enil)-2-metilfenol (Sutisna, 2012),

struktur kimia xanthorizol dapat dilihat pada gambar 2.2.
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Gambar 2.2. Struktur kimia xanthorizol (Choi et al., 2005)

Minyak atsiri Curcuma xanthorrhiza juga menghambat pertumbuhan
jamur Candida albicans, sementara kurkuminoid Curcuma xanthorrhiza
mempunyai daya hambat yang lemah (Oei, 1986). Penelitian sebelumnya
xanthorizol juga menunjukkan aktivitas antibakteri tertinggi terhadap
Streptococcus mutans sebagai penyebab karies gigi dan juga antibakteri terhadap
Actinomyces viscosus dan Porphyromonas gingivalis (Hwang et al., 2000).

Sedangkan komponen utama lain temulawak adalah fraksi kurkuminoid
mempunyai aroma yang khas, tidak toksik, terdiri dari dua komponen vyaitu,
kurkumin dan desmetoksikurkumin (Sidik, 2006; Parahita, 2007). Rumus kimia
kurkumin adalah C,;H006. Kurkumin dikenal sebagai warna kuning alami dan
termasuk ke dalam kelompok senyawa polifenol yang dapat mengubah
permeabilitas membran sehingga menyebabkan kebocoran nutrisi pada sel bakteri

(Rahman, 2009).
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Gambar 2.3. Struktur kimia kurkuminoid temulawak. 1) kurkumin: R;(OMe) dan
R, (OMe), 2) Desmetoksikurkumin: R;(H) dan R,(OMe) (Cahyono et.al., 2011)



Kurkumin pun memiliki aktivitas antibakteri berspektrum luas yaitu
antibakteri yang aktif terhadap berbagai jenis bakteri Gram positif dan Gram
negatif, antivirus, dan penginduksi apoptosis sel (antitumor) (Rahman, 2009).
Aktivitas antibakteri kurkumin telah diketahui dapat menghambat pertumbuhan
Mycobacterium tuberculosis dan Mycobacterium bovis yang dapat menyebabkan
penyakit TBC (Cikrici, 2008). Selain itu kurkumin juga dapat menghambat
pertumbuhan Staphylococcus epidermidis penyebab ruam pada kulit, Escherichia
coli penyebab diare akut (Tajbakhsh et al., 2008).

Kandungan xanthorizol dan kurkumin ini yang menyebabkan temulawak
sangat berkhasiat (Taryono et al.,, 1987), diantaranya dapat menghambat
pertumbuhan organisme terutama jamur dan bakteri, karena sifat inilah maka
dapat dipakai sebagai bahan pengawet benih. Menurut Koswara et al. (2012)
menambahkan bahwa daya antiseptik ringan dalam temulawak dapat membantu
membersihkan kulit terhadap kuman dan radang jerawat. Temulawak juga dapat
bermanfaat sebagai penambah nafsu makan.

Kandungan kurkumin dan xanthorizol yang khas pada temulawak ini
merupakan bukti Allah SWT. dalam menciptakan segala yang ada di alam
semesta ini dan telah menentukan pula kadar cipataan-Nya. Sebagaimana Firman

Allah SWT. dalam surat Al-Hijr ayat 19:
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Artinya: Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut
ukuran.



Makna ayat di atas secara umum berdasarkan tafsir Al-Aisar, secara
konteks masih menyebutkan tentang bukti-bukti kekuasaan dan ke-Esaan Allah
SWT. yang menuntut manusia agar beriman kepada-Nya. Firman Allah Ta’ala,
“dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran...”. Lafadz
“Mauzuun” yang berarti ukuran adalah karena dengan timbangan dapat diketahui
ukuran sesuatu. Sesuatu yang ditimbang dari perkataan dan yang lainnya adalah
yang tidak memiliki dikurangi atau ditambah. Berdasarkan penafsiran Al-Aisar,
maksud Allah pada ayat ini adalah bahwa apa yang telah Allah tumbuhkan di
bumi ini dari segala jenis tanam-tanaman, barang tambang berupa emas atau
perak, kuningan, timah, atau yang lain-lain semuanya dapat ditakar dan ditimbang
(Al-Jazairi, 2007: 142). Termasuk tanaman-tanaman yang dapat diukur
kandungan senyawa di dalamnya.

Berdasarkan tafsir Al-Maraghi menambahkan penjelasan dari ayat tersebut
bahwa sesungguhnya penafsiran setiap tumbuh-tumbuhan benar-benar telah
ditimbang dan diukur, maksudnya ialah satu unsur tumbuh-tumbuhan berbeda
dengan unsur tumbuhan lain dengan penyerapan makanan dari akar-akar yang
menembus tanah dan naik ke batang, dahan, daun dan bunga. Yang membatasi
perbedaan ini ialah kelopak-kelopak rambut yang terdapat pada kulit akar. Lubang
setiap tumbuh-tumbuhan hanya cukup memuat unsur yang telah ditetapkan
baginya. Selain itu akan diusirnya, karena tidak sesuai dengannya. la telah dibuat
dalam bentuk tertentu, sehingga hanya akan menelan ukuran-ukuran itu saja (Al-

Maraghi, 1987: 22).
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Hal-hal semacam ini sebenarnya akan tercapai keyakinan dan dengan
memikirkannya maka sendi-sendi agama akan semakin kokoh dan kuat (Al-
Maraghi, 1987), sebagaimana firman Allah Ta’ala dalam surat Adz-Dzariyaat ayat
20-21:

A 1 . Yy £ 2o
Il @ Do el e 43
Artinya: Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-

orang yang yakin. Dan (juga) pada dirimu sendiri, maka Apakah kamu
tidak memperhatikan?

Hamass b

Segala puji bagi Allah, yang telah menjadikan segala sesuatu didalam
hidup ini ditimbang dengan ukuran tertentu, agar manusia dapat memikirkan
tatanan hidup ini, sehingga mengetahui kekuasaan Pencipta alam dan bahwa Dia
tidak menciptakan sesuatu didalamnya tanpa pertimbangan (Al-Maraghi, 1987).

Allah menumbuhkan segala sesuatu di bumi ini telah terukur dengan
batasan-batasan pengetahuan yang diketahui manusia. Ketentuan dan kadar
masing-masing yang diciptakan Allah di bumi inilah yang membuat tumbuhan
bervariasi sehingga tercipta pula keadaan, karakter dan fungsi masing-masing
tumbuhan sesuai dengan senyawa yang terkandung dalam tanaman tersebut,
seperti pada temulawak dengan kandungan kurkumin tertinggi dari semua jenis
Curcuma dan senyawa khas xanthorizol yang berkhasiat untuk pemenuhan hidup
manusia (minuman, kosmetik, obat, dan lain sebagainya).

Penelitian yang dilakukan oleh Adila et al. (2013) mengenai uji efektifitas
ekstrak segar rimpang Curcuma spp. Yyang terbaik dalam menghambat
pertumbuhan mikroba uji menunjukkan bahwa dari keenam jenis Curcuma

diantaranya C. xanthorriza (temulawak), C. domestica (kunyit), C. mangga (temu
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mangga), C. zedoaria (temu putih), C. heyneana (temu giring) dan C. aeruginosa
(temu hitam), berdasarkan kategori daya hambatnya, maka temulawak (Curcuma
xanthorriza) lebih sensitif dalam menghambat pertumbuhan ketiga mikroba uji
dibandingkan dengan Curcuma lain terutama pada bakteri E. coli. Bahkan
diameter zona hambat yang dibentuk melebihi diameter kontrol positif
khlorampenikol (29 mm) dibandingkan dengan S. aureus dan C. albicans.

2.1.3 Manfaat Temulawak

Temulawak mempunyai khasiat laktagoga (perangsang air susu), kolagoga
(perangsang empedu), antiinflamisasi, tonikum (obat kuat), dan deuretik (peluruh
kencing). Aktivitas kolagoga (perangsang empedu) rimpang temulawak ditandai
dengan meningkatnya produksi dan sekresi empedu dilakukan oleh fraksi
kurkuminoid. Dengan meningkatnya pengeluaran cairan empedu maka partikel
padat dalam kandung empedu berkurang. Hal ini akan mengurangi kolik empedu,
perut kembung, dan menurunkan kadar kolesterol yang tinggi (Dalimartha, 2006).
Temulawak mengandung zat gizi antara lain karbohidrat, protein, dan lemak serta
zat serat juga kalium (K), natrium (N), magnesium (Mg), zat besi (Fe), mangan
(Mn) dan kadnium (Cd) (Sampurno, 2004).

Manfaat temulawak ini dapat dijadikan acuan dalam pengembangan
alternatif obat baru, sebagaimana Sabda Rasulullah SAW. yang diriwayatkan oleh
Abu Dawud dalam Sunan-nya (Kitab Ath-Thibb):

25 15313 Y5 155088 2153 613 80 Janse 5356130 O Tl &
Artinya: Sesungguhnya Allah menurunkan penyakit dan menciptakan obat bagi

setiap penyakit, maka berobatlah kalian namun jangan berobat dengan
yang haram. (HR. Abu Dawud) (An-Najjar, 2006)
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Menurut Qardhawi (1998), menerangkan bahwa lbnu Qayyim menulis
dalam Zadul-Ma 'ad bahwa sabda Rasul “Untuk setiap penyakit itu ada obatnya”,
merupakan penguat bagi setiap orang dan merupakan dorongan untuk terus
mencari obat untuk penyakit itu dan memungkinkan bagi dirinya untuk
mencarinya dan menelitinya.

Penjelasan hadits tersebut memberikan pesan kepada manusia untuk
meyakini bahwa Allah menurunkan penyakit begitu pula dengan obatnya,
sehingga sebagai umat Islam, disamping terus beriman kepada Allah SWT. juga
harus berusaha mencari obat dari penyakitnya bahkan melakukan penelitian
terhadap sesuatu yang berpotensi sebagai obat, sebagaimana manfaat temulawak
yang dapat dijadikan sebagai obat. Diantara manfaat lain dari rimpang temulawak
adalah ekstrak eter temulawak secara in vitro dapat menghambat pertumbuhan
jamur Microsporum gypseum, Microsporum canis, dan Trichophytol violaceum
(Oehadian et al., 1985).

2.2 Jamur Endofit
2.2.1 Pengertian Jamur Endofit

Sekitar 300.000 spesies tanaman diketahui merupakan inang endofit
(Strobel et al., 2004). Mikroba endofit dapat berupa bakteri atau jamur, tetapi saat
ini yang lebih banyak dieksplorasi adalah jamur-jamur endofit (Strobel dan Daisy,
2003). Jamur endofit merupakan mikroorganisme yang terdapat di dalam suatu
sistem jaringan tumbuhan seperti biji, daun, bunga, ranting, batang dan akar.
Berbagai senyawa fungsional dapat dihasilkan oleh jamur endofit. Senyawa yang

dihasilkan jamur endofit tersebut dapat berupa senyawa anti kanker, antivirus,
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antibakteri, antifungi, hormon pertumbuhan tanaman, insektisida dan lain-lain
(Strobel et al., 2004).

Selain itu, pencarian jamur endofit yang banyak terdapat pada tumbuhan
dilakukan untuk menambah atau memperkaya koleksi mikroba. Selanjutnya
mikroba tersebut perlu diidentifikasi untuk mengetahui sifat pertumbuhan dan
jenisnya, sehingga lebih lanjut dapat dimanfaatkan di bidang kesehatan.
Mengingat kebutuhan bahan baku obat yang semakin meningkat baik jumlah
maupun macamnya maka potensi sumber daya alam Indonesia khususnya jamur
endofit perlu digali dan dikembangkan (Noverita et al., 2009).

Jamur endofitik mempunyai hubungan mutualistis dengan tanaman
inangnya Yyaitu proteksi terhadap herbivor, serangan serangga atau jaringan yang
patogen (Clay, 1988). Dikatakan oleh Petrini (1992), bahwa jamur endofitik yang
hidup di dalam tanaman tidak merugikan inangnya. Telah diketahui pula bahwa
hubungan antara mikrobia endofitik dengan tanaman adalah karena kontribusi
senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikrobia yang memiliki berbagai jenis
bioaktif (Melliawati et al., 2006).

Menurut Noverita et al. (2009), fungi endofit yang dihasilkan dari
tumbuhan inang dapat menghasilkan jenis isolat yang berbeda-beda dan jumlanya
bervariasi, hal ini merupakan mekanisme adaptasi dari endofit terhadap
mikroekologi dan kondisi fisiologis yang spesifik dari masing-masing tumbuhan
inang. Bahkan dari satu jaringan hidup suatu tumbuhan dapat diisolasi lebih dari 1
jenis fungi endofit, seperti yang diperoleh dalam penelitian Kaitu et al. (2013)

yang berhasil memperoleh empat isolat fungi endofit dari tanaman Jahe merah
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(Zingiber officinale var. rubrum). Aly et al. (2011) juga melaporkan bahwa isolasi
jamur endofit dari berbagai jenis tanaman yang tumbuh mulai dataran rendah
hutan tropik Panama sampai hutan semi kutub (borealis) di Quebec diperoleh
sekitar 1202 isolat jamur endofit.
2.2.2 Peran Jamur Endofit

Peran jamur pada jaman dahulu telah disebutkan dalam sabda Rasulullah
SAW. yang diriwayatkan oleh Imam Bukhori:

ool 2las s 3 5 Gl e b L

Artinya: Cendawan termasuk anugerah, dan airnya dapat menyembuhkan (sakit)
mata (HR. Bukhori) (An-Najjar, 2006).

Menurut Al-Najjar (2010), dari hadits tersebut Rasulullah menyebutkan
Kam’ah sebagai “Manna” mengandung makna bahwa jamur itu tumbuh karena
keistimewaan dan minnah (anugerah) dari Allah SWT. karena ia tidak ditanam
dan tidak membutuhkan perawatan. Karena itu, Kam 'ah merupakan minnah dari
Allah SWT. yang tidak membutuhkan benih atau penyiraman. Manusia tidak
perlu bersusah payah menancapkan benih dan memeliharanya. Manusia hanya
perlu mengambil dan mengumpulkannya. Karena itulah Rasulullah SAW.
menyebut Kam 'ah sebagal “manna’ atau anugerah.

Berdasarkan hadits tersebut telah dijelaskan tentang peran jamur dalam
kehidupan sehari-hari di jaman Rasulullah. Potensi jamur tersebut dapat terus
digalih dan dimanfaatkan dalam berbagai keperluan hidup manusia, salah satu
jenis jamur yang mulai banyak diteliti adalah jamur endofit dari tumbuh-

tumbuhan. Diantara peran jamur endofit sebagai berikut:
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a) Meningkatkan pertumbuhan dan ketahanan tanaman terhadap tekanan
abiotik

Mekanisme endofit dalam merangsang pertumbuhan tanaman
belum jelas, kecuali beberapa spesies memiliki kemampuan dalam
memproduksi fitohormon seperti etilen, auksin, sitokinin (Bacon dan
Hinton, 2002) atau meningkatkan kemampuan tanaman dalam menyerap
hara (Hallmann et al., 1997).

Tekanan abiotik seperti kekeringan, suhu tinggi, atau salinitas
seringkali menyebabkan tanaman tidak dapat bertahan hidup. Namun,
simbiosis endofit dengan tanaman mampu memicu inangnya mengaktifkan
sistem pertahanannya. Aly et al. (2011) menyatakan bahwa ada tiga teori
yang menjelaskan hal ini. Pertama, suatu endofit yang menghasilkan
senyawa oksigen reaktif untuk mengoksidasi atau denaturasi membran sel
inang akan memicu tanaman meningkatkan ketahanannya terhadap
tekanan yang menimpanya. Kedua, endofit merupakan mikroorganisme
yang paling banyak menghasilkan berbagai macam antioksidan, asam
fenol dan derivatnya. Senyawa-senyawa tersebut berperan dalam
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap tekanan luar. Lodewyckx et al.
(2002) menyatakan bahwa beberapa bakteri endofit menghasilkan enzim
deaminase asam l-aminosiklopropane-1-karboksilik. Enzim tersebut
berperan dalam pembentukan etilen pada tanaman. Etilen pada tanaman
disintesa ketika tanaman menghadapi tekanan lingkungan, baik biotik

maupun abiotik. Ketiga, simbiosis endofit dengan tanaman mampu
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meningkatkan adaptasi tanaman terhadap lingkungan yang kurang
menguntungkan. Sebagai contoh, keberadaan jamur Neotyphodium
coenophialum pada sistem perakaran tanaman memicu pertumbuhan dan
perkembangan akar ke dalam untuk memperoleh hara dan air sehingga
tanaman mampu bertahan dalam kondisi kering dan cepat pulih jika
mengalami stres air (Yulianti, 2012).
Sebagai agensia pengendali hama dan penyakit

Endofit biasanya hidup di dalam jaringan tanaman yang sama
dengan bakteri atau jamur penyebab penyakit sehingga sangat cocok
sebagai agen pengendali hayati. Kelompok jamur endofit yang berperan
sebagai agen pengendali hayati antara lain adalah Fusarium solani,
Acremonium zeae, Verticillium sp., Phomopis cassiae, Muscodor albus,
Periconia sp., Ampelomyces sp., Neotyphodium lolii (Gao et al., 2010).

Mekanisme endofit kelompok jamur dalam melindungi tanaman
terhadap serangan patogen ataupun serangga meliputi: (1) penghambatan
pertumbuhan patogen secara langsung melalui senyawa antibiotik dan
enzim litik yang dihasilkan. Rumput Festuca prantesis merupakan
tanaman yang kebal atau tidak disukai oleh herbivora termasuk serangga
akibat adanya senyawa alkaloid loline, yang merupakan insektisida dengan
spektrum luas. Belakang diketahui bahwa senyawa tersebut dihasilkan
oleh jamur endofit Neotyphodium uncinatum; (2) penghambatan secara
tidak langsung melalui perangsangan endofit terhadap tanaman dalam

pembentukan metabolit sekunder seperti asam salisilat, asam jasmonat,
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dan etilen yang berfungsi dalam pertahanan tanaman terhadap serangan
patogen atau yang berfungsi sebagai antimikroba seperti fitoaleksin; (3)
perangsangan pertumbuhan tanaman sehingga lebih kebal dan tahan
terhadap serangan patogen; (4) kolonisasi jaringan tanaman sehingga
patogen sulit penetrasi; dan (5) hiperparasit (Gao et al., 2010).
Sumber inokulum jamur endofit umumnya spora yang terbang di
udara, namun bisa juga ditularkan melalui biji atau vektor serangga
(Ghimire dan Hyde, 2004). Bellone dan Silvia (2012) melaporkan bahwa
baik bakteri endofit Azospirillum brasiliense maupun mikoriza Glomus
masuk ke dalam jaringan tanaman tebu melalui akar lateral yang baru
tumbuh, kemudian berkembang di dalam jaringan dan merubah dinding sel
untuk memfasilitasi endofit lain mengkolonisasi.
2.3 Metabolit Sekunder

Tanaman temulawak merupakan salah satu dari jenis tanaman obat yang
banyak memberikan manfaat bagi manusia. Allah menciptakan segala yang ada di
langit dan di bumi dengan beranekaragam, baik jenis maupun manfaatnya.

Sebagaimana firman Allah SWT. dalam surat An-Nahl ayat 11:
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Artinya: Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman;
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi
kaum yang memikirkan.
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Penjelasan berdasarkan tafsir Al-Maraghi dari ayat tersebut bahwa Allah-
lah yang menumbuhkan dengan air yang diturunkan dari langit itu tanam-
tanaman, zaitun, kurma, anggur, dan buah-buahan lain yang mempunyai berbagai
bentuk, warna, ciri khas dan tabiat masing-masing sebagai rezeki dan makanan
pokok bagi kalian agar menjadi nikmat bagi kalian dan hujjah atas orang yang
kafir kepada-Nya (Al-Maraghi, 1987:106).

Menurut penjelasan tafsir lain, ayat tersebut disebut pula:

Segala macam buah-buahan, agar manusia dapat mengetahui kekuasaan-

Nya yang tidak terbatas yaitu dari air yang sama Allah SWT. berkuasa

menumbuhkan tanam-tanaman yang beraneka ragam dan mengeluarkan

buah-buahan yang beraneka bentuk, warna dan rasanya. Segala macam
tumbuh-tumbuhan yang menghasilkan bahan pemenuhan kebutuhan hidup
mereka, adalah nikmat yang diberikan oleh Allah dan sekaligus sebagai

bukti keEsaan Tuhan bagi orang yang mengingkari Nya (Kementerian
Agama Republik Indonesia, 1991: 343).

Segala macam tumbuh-tumbuhan yang diciptakan Allah sebagai penghasil
pemenuhan kebutuhan hidup manusia memiliki manfaat tersendiri berdasarkan
kandungan zat aktif yang terkandung di dalamnya. Di dalam tanaman mungkin
terkandung puluhan atau lebih dari jenis bahan kimia, sehingga sulit untuk
menentukan jenis dan fungsi atau manfaat setiap jenis kandungan bahan aktif
tersebut (Nasih, 2010). Dikenal suatu kelompok bahan aktif yang disebut “Produk
Metabolit Sekunder” (Secondary Metabolic Products), dimana fungsinya bagi
tumbuhan tersebut dalam metabolismenya kurang jelas. Namun, kelompok ini
dikenal berperan dalam hal berinteraksi atau berkompetisi, termasuk menjadi
bahan untuk melindungi diri dari gangguan pesaingnya (Kardinan, 2003).

Metabolit sekunder tanaman obat merupakan salah satu sumber bahan

baku obat. Sebagian besar komponen kimia yang berasal dari tanaman yang
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digunakan sebagai obat atau bahan obat adalah merupakan metobolit sekunder.
Secara in vitro produksi metabolit sekunder ini dapat dilakukan dengan teknik
kultur jaringan. Produksi metabolit sekunder beberapa tanaman obat melalui
kultur jaringan telah banyak dilakukan. Beberapa diantaranya adalah produksi
solasodine yang diisolasi dari kultur kallus Solanum eleagnifolium dan alkaloid
pyrrolidine dari kultur akar tanaman Senecio spp. Alkaloid cephaelin dan emetine
dapat diisolasi dari kultur callus tanaman Cephaelis ipecacuanha (Radji, 2005).

Produk metabolit pada tumbuhan dapat dibedakan menjadi dua kelompok,
yaitu metabolit primer dan metabolit sekunder. Senyawa yang tergolong metabolit
primer adalah polisakarida, protein, lemak, dan asam nukleat. Metabolit primer
merupakan senyawa-senyawa utama penyusun tanaman (makhluk hidup) yang
diperlukan untuk proses pertumbuhan dan perkembangan (Radji, 2005).
Sedangkan menurut Ahmad (2004), senyawa golongan metabolit sekunder seperti
alkaloid, terpenoid, steroid dan flavonoid.

Menurut Tan dan Zou (2000), mikroba endofit dapat menghasilkan
senyawa bioaktif yang karakternya mirip atau sama dengan inangnya.
Pemanfaatan mikroba endofit memiliki kelebihan sebagai sumber senyawa
bioaktif, karena mudah ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang pendek dan
dapat menghasilkan senyawa bioaktif dalam jumlah besar dengan metode
fermentasi. Karena mikroba endofit mampu menghasilkan senyawa biaoaktif yang
sama atau mirip dengan inangnya, maka isolasi senyawa bioaktif tersebut tidak
harus menebang tanaman inang sebagai simplisianya. Dengan demikian

biodiversitas tanaman tersebut di alam akan tetap terjaga. Bahkan, ketika tanaman
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inangnya pun telah mati atau punah, mikroba endofit yang telah diisolasi dari
tanaman tersebut masih dapat dimanfaatkan untuk berbagai tujuan.

Mikroba endofit mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
alkaloid, terpen, steroid, flavonoid, kuinon, fenol dan lain sebagainya.
Keunggulan lain yang ditawarkan mikroba endofit adalah siklus hidup mikroba
endofit yang singkat dan senyawa-senyawa yang dihasilkan dapat diproduksi
dalam skala besar melalui proses fermentasi. Isolasi senyawa bioaktif dari
tumbuhan banyak menemui kendala dikarenakan jumlahnya yang terbatas dan
siklus hidup tumbuhan yang relatif lama. Oleh karena itu, mikroba endofit
memiliki prospek yang baik dalam penemuan senyawa-senyawa baru (Djabat,
2012).

2.3.1 Senyawa Metabolit Sekunder Sebagai Antibakteri

Kajian fitokimia menurut Harborne (1987), meliputi aneka ragam senyawa
organik yang dibentuk dan disimpan oleh organisme, yaitu struktur kimianya,
biosintesisnya, perubahan serta metabolismenya, penyebarannya secara alamiah
dan fungsi biologisnya. Analisis fitokimia dilakukan untuk menentukan ciri
senyawa aktif penyebab efek racun atau efek yang bermanfaat yang ditunjukkan
oleh ekstrak tumbuhan kasar bila diuji dengan sistem biologi (bioassay).

1. Alkaloid
Alkaloid adalah senyawa organik siklik yang mengadung nitrogen
dengan bilangan oksidasi negatif, yang penyebarannya terbatas pada
makhluk hidup. Alkaloid juga merupakan golongan zat metabolit sekunder

yang terbesar, yang pada saat ini telah diketahui sekitar 5500 buah.
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Alkaloid pada umunya mempunyai keaktifan fisiologi yang menonjol,
sehingga oleh manusia alkaloid sering dimanfaatkan untuk pengobatan
(Rustaman et al., 2000).

Alkaloid memiliki efek farmakologi pada manusia dan hewan
sebagai zat antibakteri. Hal ini disebabkan karena alkaloid mempunyai
kemampuan dalam menghambat kerja enzim untuk mensintesis protein
bakteri. Penghambatan kerja enzim ini dapat mengakibatkan metabolisme
bakteri terganggu (Sunarintyas et al., 2008). Alkaloid juga dapat merusak
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan
dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian pada
sel tersebut (Juliantina et al., 2009).

Flavonoid

Flavonoid adalah suatu kelompok yang termasuk ke dalam
senyawa fenol yang terbanyak di alam, senyawa-senyawa flavonoid ini
bertanggung jawab terhadap zat warna ungu, merah, biru dan sebagian zat
warna kuning dalam tumbuhan. Berdasarkan strukturnya senyawa
flavonoid merupakan turunan senyawa induk “flavon” yakni nama sejenis
flavonoid yang terbesar jumlahnya dan lazim ditemukan, yang terdapat
berupa tepung putih pada tumbuhan primula (Putri, 2011).

Flavonoid mempunyai aktivitas antibakteri karena flavonoid
mempunyai kemampuan berinteraksi dengan DNA bakteri dan
menghambat fungsi membran sitoplasma bakteri dengan mengurangi

fluiditas dari membran dalam dan membran luar sel bakteri. Akhirnya
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terjadi kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri membran dan membran
tidak berfungsi sebagaimana mestinya, termasuk untuk melakukan
perlekatan dengan substrat (Sumono dan Wulan, 2008; Santosaningsih,
2011). Hasil interaksi tersebut menyebabkan terjadinya kerusakan
permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom dan lisosom (Sabir, 2003). lon
hidroksil secara kimia menyebabkan perubahan komponen organik dan
transport nutrisi sehingga menimbulkan efek toksik terhadap sel bakteri
(Sudirman, 2014).

. Terpenoid/Steroid

Golongan senyawa ini dapat dipisahkan dari tumbuhan sumbernya
melalui destilasi uap atau secara ekstraksi dan dikenal dengan nama
minyak atsiri. Beberapa contoh minyak atsiri, misalnya minyak yang
diperoleh dari cengkeh, bunga mawar, serai (sitronela), cukaliptus,
pepermint, kamfe, sedar (tumbuhan cedrus) dan terpentin. Senyawa
organik bahan alam golongan minyak atsiri sangat banyak digunakan
dalam industri wangi — wangian (perfumery), makanan dan obat — obatan.
Bau harum itu berasal dari senyawa yang terdiri dari 10 dan 15 karbon
yang disebut terpenoid (Putri, 2011).

Kandungan terpenoid dalam temulawak diantaranya xanthorrizol
yang merupakan minyak atsiri dari golongan seskuiterpen. Minyak atsiri
memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri. proses
denaturasi protein melibatkan perubahan dalam stabilitas molekul protein

dan menyebabkan perubahan struktur protein dan terjadi proses koagulasi.
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Protein yang mengalami proses denaturasi akan kehilangan aktifitas
fisiologi dan dinding sel akan meningkatkan permeabilitas sel sehingga
akan terjadi kerusakan (Sumono dan Wulan, 2008).
. Saponin
Saponin adalah glikosida triterpen dan sterol yang telah terdeteksi
dalam lebih dari 90 suku tumbuhan. Saponin merupakan senyawa aktif
permukaan dan bersifat seperti sabun, serta dapat dideteksi berdasarkan
kemampuannya membentuk busa dan menghemolisis sel darah. Pola
glikosida saponin yang mempunyai satuan gula sampai lima dan
komponen yang umum ialah asam glukuronat (Rustaman et al., 2000).
Menurut Mustary et al. (2011), senyawa saponin memiliki sifat
aktif permukaan yang mampu menghambat pertumbuhan sel mikroba

dengan cara menghambat sintesa protein sel mikroba.

. Fenolik

Senyawa fenolik merupakan salah satu senyawa aktif antibakteri.
Mekanisme penghambatan senyawa fenolik adalah melalui pembentukan
ikatan hydrogen antara gugus hidroksil pada senyawa fenolik dengan
protein membrane sel, yang menyebabkan gangguan terhadap
permeabilitas membrane, sehingga komponen sel yang esensial keluar dari
dalam sel dan menyebabkan kematian bakteri (Sastrohamidjojo, 1995;

Deasywaty, 2011).
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2.3.2 Metabolit Sekunder Jamur Endofit Sebagai Antibakteri

Jamur endofit yang dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan tanaman inangnya, membuka peluang untuk menghasilkan
metabolit sekunder. Apabila jamur endofit yang diisolasi dari suatu tanaman obat
dapat menghasilkan alkaloid atau metabolit sekunder sama dengan tanaman
aslinya atau bahkan dalam jumlah yang lebih tinggi, maka kita tidak perlu
memanen tanaman aslinya untuk diambil sebagai simplisia yang kemungkinan
besar memerlukan waktu puluhan tahun untuk menanamnya (Radji, 2005).

Petrini et al. (1992) menambahkan bahwa banyak kelompok jamur endofit
yang mampu memproduksi senyawa antibiotik yang aktif melawan bakteri
maupun fungi patogenik terhadap manusia, hewan dan tumbuhan, terutama dari
genus Coniothirum dan Microsphaeropsis. Penelitian yang dilakukan oleh
Tscherter dan Dreyfuss (1982) menghasilkan suatu kesimpulan bahwa galur-galur
endofit Cryptosporiopsis pada umumnya merupakan penghasil senyawa antibiotik
berspektrum luas. Isolat fungi endofit Xylaria spp. juga memiliki potensi besar
dan dikembangkan dalam penelitian-penelitian industri farmasi maupun pertanian.
Salah satu strain Xylaria yang diisolasi dari tumbuhan epifit di Amerika Selatan
dan Meksiko dilaporkan dapat menghasilkan suatu senyawa antibiotik baru dari
kelompok sitokhalasin.

2.4 Mekanisme Kerja Senyawa Antibakteri
Menurut Pelczar dan Chan (2008), cara kerja zat antibakteri dalam

melakukan efeknya terhadap mikroorganisme adalah sebagai berikut:



25

1. Merusak dinding sel

Pada umumnya bakteri memiliki suatu lapisan yang kaku disebut
dengan dinding sel. Dinding sel ini berfungsi untuk mempertahankan
bentuk dan menahan sel, dinding sel bakteri tersusun atas lapisan
petidoglikan yang merupakan polimer kompleks yang terdiri atas
rangkaian asam N-asetil glukosamin dan asam N-asetilmuramat yang
tersusun secara bergantian. Keberadaan lapisan petidoglikan ini
menyebabkan dinding sel bersifat kaku dan kuat sehingga mampu
menahan tekanan osmotik dalam sel yang kaku. Struktur dinding sel dapat
dirusak dengan cara menghambat pembentukannya atau dengan
mengubahnya setelah selesai dibentuk. Pada konsentrasi rendah, bahan
antimikroba yang ampuh akan mengambat pembentukan ikatan glikosida
sehingga pembentukan dinding sel baru terganggu. Selanjutnya dijelaskan
bahwa pada konsentrasi tinggi bahan antimikroba akan menyebabkan
ikatan glikosida menjadi terganggu dan pembentukan dinding sel terhenti.

2. Merubah protein dan asam nukleat

Kelangsungan hidup sel sangat tergantung pada molekul-molekul
protein dan asam nukleat. Hal ini berarti bahawa gangguan apapun yang
terjadi pada pembentukan atau fungsi zat-zat tersebut dapat mengakibatkan
kerusakan total pada sel (Pelczar dan Chan, 2008). Bahan antimikroba
yang dapat mendenaturasi proein dan asam nukleat dapat merusak sel

tanpa dapat diperbaiki lebih lanjut.
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3. Merubah permeabilitas sel
Sitoplasma dibatasi oleh selaput yang disebut membrane sel yang
mempunyai permeabilitas selektif, membrane ini tersusun atas fosfolipid
dan protein. Membrane sitoplasma berfungsi mengatur keluar masuknya
bahan-bahan tertentu dalam sel. Proses pengangkutan zat-zat yang lebih
diperlukan baik kedalam maupun keluar sel kemungkinan karena di dalam
membrane sitoplasma terdapat enzim protein untuk mensitesis
peptidoglikan komponen membran luar. Apabila fungsi membran sel
bakteri akan mengalami perubahan, sehingga akan mengakibatkan
terhambatnya pertumbuhan sel atau kematian sel.
4. Menghambat kerja enzim
Di dalam sel terdapat enzim protein yang membantu kelangsungan
proses-proses metabolisme, banyak zat kimia telah diketahui dapat
mengganggu reaksi biokimia misalnya logam berat, golongan tembaga,
perak, air raksa dan senyawa logam berat lain, umurnya efektif sebagai
bahan antimikroba pada konsentrasi relative rendah. Dengan demikian
kerja enzim yang terhambat akan menyebabkan proses metabolisme
terganggu, sehingga aktifitas sel bakteri akan terganggu, hal ini dapat
menyebabkan sel bakteri hancur dan akan mati.
5. Menghambat sintesis DNA, RNA dan Protein
DNA, RNA dan protein memegang peranan penting dalam
kehidupan normal sel, beberapa bahan antimikroba dalam bentuk

antibiotik dapat menghambat sintesis protein. Apabila keberadaan DNA,
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RNA dan protein mengalami gangguan atau menghambat pada
pembentukan atau fungsi zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel
sehingga proses kehidupan sel terganggu.

2.5 KLT-Bioautografi

2.5.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Salah satu jenis dari kromatografi cair-padat adalah kromatografi lapis
tipis (KLT). Kromatografi lapis tipis ialah metode pemisahan fisikokimia (Stahl,
1985). Prinsip kerja dari KLT adalah perbedaan tingkat kelarutan suatu senyawa
diantara dua fase. Metode ini sering digunakan karena murah dan mudah. Fase
gerak yang digunakan pada KLT adalah pelarut organik dengan perbandingan
tertentu yang tujuannya untuk mengubah kepolaran. Fase diam yang digunakan
adalah senyawa yang dapat menahan pergerakan sampel yang dibawa oleh fase
gerak karena memiliki kepolaran yang sesuai dengan komponen yang dipisahkan
(Rahman, 2009).

Pemisahan pada KLT terjadi karena persaingan antara fase diam dan fase
gerak untuk mengikat komponen yang terdapat pada campuran yang akan
dipisahkan. Persaingan tersebut disebabkan oleh polaritas yang dimiliki oleh fase
diam dan komponen campuran. Komponen yang berpolaritas sama dengan fase
diam akan berinteraksi lebih kuat dan akibatnya komponen tersebut terjerap oleh
fase diam (Rahman, 2009).

Menurut Gandjar dan Rohman (2007), eluen atau fase gerak pada KLT
dapat dipilih dari pustaka, tetapi lebih sering dengan mencoba-coba karena waktu

yang diperlukan hanya sebentar. Sistem yang paling sederhana ialah campuran 2
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pelarut organik, karena daya elusi campuran kedua pelarut ini dapat mudah diatur
sedemikian rupa sehingga pemisahan dapat terjadi secara optimal. Rahman (2009)
menambahkan bahwa pemilihan eluen digunakan untuk memisahkan komponen
senyawa alam harus ditentukan dengan teliti agar kualitas pemisahan dapat
mencapai hasil yang baik. Pemilihan eluen tersebut didasari oleh polaritas atau
nilai konstanta dielektrik masing-masing pelarut.

Berikut petunjuk dalam memilih dan mengoptimasi fase gerak: fase gerak
harus mempunyai kemurnian yang sangat tinggi karena KLT merupakan teknik
yang sensitif; daya elusi fase gerak harus diatur sedemikian rupa sehingga harga
Rf terletak antara 0,2-0,8 untuk memaksimalkan pemisahan; untuk pemisahan
dengan menggunakan fase diam polar seperti silika gel, polaritas fase gerak akan
menentukan kecepatan migrasi solut yang berarti juga menentukan nilai Rf
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Hasil penelitian Herdiyanto (2014) pemisahan senyawa dengan KLT
menggunakan eluen terbaik yaitu N-heksan:etil asetat menghasilkan 2 bercak
yaitu 0,54 dan 0,68. Hwang et al. (2000) dalam isolasi xanthorizol juga
menggunakan metode KLT dengan eluen N-Heksan:etilasetat (10:1) dari
temulawak dan didapatkan nilai Rf 0,58 dengan kemurnian 99,9%. Standar
xantorizol yang dilakukan Asriani (2010) pada temulawak dengan menggunakan
eluen yang sama yaitu N-heksan:etil asetat (10:1) dan memodifikasi metode
Hwang didapat bahwa xantorizol memberikan spot dengan Rf 0.55 dengan
kemurnian 99,5 %. Begitu pula Stahl (1985) yang melakukan pemisahan senyawa

dari temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dengan menggunakan KLT silica gel G
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pada larutan pengembang kloroform: benzene:etanol 98% (45:45:10) dalam
identifikasi senyawa kurkuminoid dan pengamatan bercak dilakukan dibawah
cahaya UV 365 nm.

Pemisahan senyawa sebagai fase diam salah satunya menggunakan plat
silika GFjs4. Plat yang digunakan diaktivasi terlebih dahulu pada suhu 100°C
selama 30 menit. Hal ini bertujuan untuk menghilangkan kadar air fase penjerap
(Sastrohamidjojo, 2007) dengan demikian pelarut dalam gel akan keluar dan
meninggalkan matriks berpori yang siap menarik larutan pengembang dengan
efek kapilernya (Wonorahardjo, 2013).

Keakuratan hasil pemisahan dengan metode kromatografi juga bergantung
pada pemilihan pelarut yang sesuai sebagai fasa diam, kepolaran pelarut atau
pemilihan pelarut yang sesuai sebagai fasa gerak, ukuran kolom relatif terhadap
jumlah material yang akan dipisahkan dan laju elusi atau aliran fasa gerak
(Harborne, 1987). Pemilihan pelarut tersebut dilakukan saat proses ekstraksi.
Salah satu proses ekstraksi adalah ekstraksi cair-cair dengan menggunakan corong
pisah.

Proses ekstraksi untuk mendapatkan senyawa antimikroba dari fungi
endofit telah dilaporkan dalam beberapa penelitian. Praptiwi et al. (2009) dalam
penelitiannya menggunakan pelarut etil asetat dan berhasil mengekstraksi
senyawa antimikroba fungi endofit dari tumbuhan kayu kuning (Arcangelisia
flava (L.) Merr). Hal ini dikarenakan etil asetat merupakan larutan yang bersifat
semipolar, sehingga saat proses ekstraksi dapat menarik senyawa-senyawa yang

bersifat polar sampai semipolar (Harborne, 1987).
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Pemisahan pada Kromatografi Lapis Tipis yang optimal akan diperoleh
hanya jika menotolkan sampel dengan ukuran bercak sekecil mungkin.
Sebagaimana dalam prosedur kromatografi yang lain, jika sampel yang digunakan
terlalu banyak maka akan menurukan resolusi. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa penotolan sampel secara otomatis lebih dipilih daripada penotolan secara
manual terutama jika sampel yang akan ditotolkan lebih dari 15 pl. Penotolan
sampel yang tidak tepat akan menyebabkan bercak menyebar dan puncak ganda
(Gandjar dan Rohman, 2007).

Proses selanjutnya adalah elusi senyawa. Elusi dilakukan dengan
menitikberatkan sampel di garis awal di bawah lempeng kemudian lempeng
dicelupkan ke pelarut yang akan naik karena gaya kapiler. Pemisahan akan terjadi
karena ada perbedaan kecepatan laju beberapa zat terlarut yang berbeda yang
dibawa naik oleh eluen (Wonorahardjo, 2013).

Analisis dengan KLT diinterpretasikan melalui nilai retardation factor
(Rf). Nilai Rf adalah perbandingan jarak yang ditempuh pelarut dengan jarak yang
ditempuh komponen sampel. Nilai Rf menunjukkan perbedaan sifat senyawa dan
dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa tersebut (Rahman, 2009).
Berdasarkan Gandjar dan Rohman (2007), analisis Kualitatif pada KLT dapat
digunakan untuk uji identifikasi senyawa baku. Parameter pada KLT yang
digunakan untuk identifikasi adalah nilai Rf. Dua senyawa dikatakan identik jika
mempunyai nilai Rf yang sama jika diukur pada kondisi KLT yang sama,

sehingga disini dapat dibandingkan nilai Rf yang diperoleh secara praktek dan
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secara teori. Selain menghitung nilai Rf, identifikasi senyawa juga dengan
mendeteksi bercak yang telah dielusi dengan fase gerak melalui beberapa cara.

Menurut Gandjar dan Rohman (2007), bercak pemisahan pada KLT
umumnya merupakan bercak yang tidak berwarna. Untuk penentuannya dapat
dilakukan secara kimia, fisika, maupun biologi. Cara kimia yang biasa digunakan
adalah dengan mereaksikan bercak dengan suatu pereaksi melalui cara
penyemprotan sehingga bercak menjadi jelas. Cara fisika yang dapat digunakan
untuk menampakkan bercak adalah dengan mengamati lempeng dibawah lampu
ultra violet yang dipasang panjang gelombang emisi 254 atau 366 untuk
menampakkan solut sebagai bercak yang gelap atau bercak yang berfluoresensi
terang pada dasar yang berfluoresensi seragam. Lempeng yang diperdagangkan
dapat dibeli dalam bentuk lempeng yang sudah diiberi dengan senyawa fluoresen
yang tidak larut ketika dimasukkan ke dalam fase diam untuk memberikan dasar
fluoresensi atau dapat pula dengan menyemprot lempeng dengan reagen
fluoresensi setelah dilakukan pengembangan.

Menurut pustaka, warna —warna dari senyawa golongan alkohol dan keton
tingkat tinggi akan memberikan warna hijau dan biru, sedangkan untuk golongan
steroid, asam organik dan terpen ditunjukkan oleh warna coklat (Bobit, 1963;
Dummond, 1960). Untuk minyak atsiri ditunjukkan dengan adanya noda melebar
warna ungu sampai ungu jingga (Harborne, 1987).

Hasil KLT, namun demikian, tidak memberikan informasi mengenai
komponen yang bersifat aktif pada senyawa antimikroba, sehingga perlu

dikombinasikan dengan metode bioautografi (Sudirman, 2005).
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2.5.2 Bioautografi

Metode biaoautografi merupakan metode sederhana yang digunakan untuk
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri atau antikapang. Metode ini
menggabungkan penggunaan teknik kromatografi lapis tipis dengan respons dari
mikroorganisme yang diuji berdasarkan aktivitas biologi dari suatu analit yang
dapat berupa antibakteri, antikapang, dan antiprotozoa (Kusumaningtyas et al.,
2008).

Metode bioautografi dibedakan menjadi bioautografi kontak, bioautografi
imersi atau bioautografi agar overlay, dan bioautografi langsung. Bioautografi
kontak dilakukan dengan meletakkan lempeng kromatogram hasil eluasi senyawa
yang akan diuji diatas media padat yang sudah diinokulasi dengan mikroba uji.
Adanya senyawa antimikroba ditandai dengan adanya daerah jernih yang tidak
ditumbuhi mikroba. Pada bioautografi agar overlay, lempeng kromatografi
dilapisi dengan agar yang masih cair yang sudah diinokulasi dengan mikroba uji.
Setelah agar mengeras, lempeng kromatogram diinkubasi dan diwarnai dengan
tetrazolium dye. Penghambatan dapat dideteksi dengan terbentuknya pita (band).
Bioautografi langsung dilakukan dengan menyemprot lempeng kromatogram
dengan mikroba uji dan diinkubasi. Zona hambat yang terbentuk divisualisasikan
dengan menyemprot lempeng kromatogram dengan tetrazolium dye
(Kusumaningtyas et al., 2008).

Metode KLT-bioautografi juga digunakan oleh Zheng et al. (2005) untuk
melakukan penapisan dan identifikasi senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh

bakteri laut yang hidup berasosiasi dengan spons Hymeniacidon perleve
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(Montagu) terhadap B. subtilis, S. aureus, E. coli, Agrobacterium tumifaciens
Smith & Townsend dan Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen.
Senyawa antimikroba dari bakteri laut yang berhasil dipisahkan dengan KLT
tersebut selanjutnya dibioautografi dan menunjukkan aktivitas antimikroba
terhadap mikroorganisme uji.
2.6 Bakteri Uji

Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus. Berikut ini adalah penjelasannya.
2.6.1 Escherichia coli
2.6.1.1 Klasifikasi Bakteri Escherichia coli

Kedudukan taksonomi Escherichia coli menurut NCBI (2010), sebagai

berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Eubacteriales

Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies: Escherichia coli
2.6.1.2 Uraian Bakteri Escherichia coli

Escherichia coli adalah gram negatif berbentuk batang tidak berkapsul.
Bakteri ini umumnya terdapat dalam alat pencernaan manusia dan hewan. Sel

Escherichia coli mempunyai ukuran panjang 2-6 pm dan lebar 1,1-1,5 um,
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tersusun tunggal , berpasangan dan berflagel. Escherichia coli ini tumbuh pada
suhu antara 10-45°C, dengan suhu optimum 37 °C, pH optimum untuk
pertumbuhannya adalah pada 7-7,5, pH minimum 4 dan pH maksimum 9. Nilai
Ay (kadar air) minimum untuk pertumbuhan Escherichia coli adalah 0,96
(Nuraeni et al., 2000).

Escherichia coli termasuk kelompok bakteri berbentuk batang aerob
fakultatif gram negatif dengan tebal 0,5 pum, panjang antara 1,0 - 3,0 pm,
berbentuk seperti filamen yang panjang, tidak berbentuk spora, bersifat Gram
negative (lihat gambar 2.4). Escherichia coli merupakan salah satu kelompok

bakteri yang dihindari kehadirannya dalam manusia (Anggraini et al., 2013).

Acc.V'  Spot Magﬁ Det WD Exp
300kV 30 6836x SE 84 3

Gambar 2.4. Mikroskopik Escherichia coli (www.gov.mb.ca)
Bakteri ini memproduksi lebih banyak asam di dalam medium glukosa,
yang dapat dilihat dari indikator merah metal, memproduksi indol, tetapi tidak
meproduksi asetoin dan tidak dapat menggunakan sitrat sebagai sumber karbon.
Escherichia coli ini dapat menyebabkan diare pada manusia disebut Entro
patogenik Escherichia coli (EEG). Inveksi dari EEG dapat menyebabkan penyakit
seperti kolera dan desentri pada anak-anak dan orang dewasa. Masa inkubasinya

8-44 jam (Faridz et al., 2007). Menurut Djaja (2008), tingkat kontaminasi oleh E.
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coli adalah 65.5% dan prevalensi penyakit diare sebanyak 116.075 kasus tahun
1995 dan Kejadian Luar Biasa (KLB) keracunan makanan juga masih tinggi yaitu
31.919 kasus tahun 1997, dengan angka kematian kasus 0.15%.

Infeksi oleh E. coli dapat diobati menggunakan sulfonamida, ampisilin,
sefalosporin, kloramfenikol, tetrasiklin dan aminoglikosida. Aminoglikosida
kurang baik diserap oleh gastrointestinal, dan mempunyai efek beracun pada
ginjal. Jenis antibiotik yang paling sering digunakan adalah ampisilin (Kusuma,
2010).

Khotimah (2009) telah meneliti fase pertumbuhan E.coli dengan
menggunakan metode turbidimetri pada medium Nutrient Broth, diketahui fase
adaptasi berlangsung dari menit ke-0 sampai menit ke-210, selanjutnya diikuti
dengan fase logaritmik berlangsung dari menit ke-210 sampai menit ke-450.
Setelah itu, bakteri berada pada fase stasioner dimana jumlah sel yang tumbuh
hamper sama dengan jumlah sel yang mati dan akhirnya bakteri mengalami
penurunan jumlah sel, hal ini diakibatkan oleh nutrisi yang semakin berkurang
atau terakumulasinya limbah metabolisme.

2.6.2 Staphylococcus aureus
2.6.2.1 Klasifikasi Bakteri Staphylococcus aureus
Klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus adalah sebagi berikut (Puji,

2011):
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Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Coccus

Ordo : Bacillales

Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies: Staphylococcus aureus
2.6.2.2 Uraian Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif dan berbentuk
kokus Staphylococcus aureus bersifat non-motil, nonspora, anaerob fakultatif,
katalase positif dan oksidase negatif. Staphylococcus aureus tumbuh pada suhu
6,5-46° C dan pada pH 4,2-9,3 (Todar, 2005). Koloni tumbuh dalam waktu 24 jam
dengan diameter mencapai 4 mm. Koloni pada perbenihan padat berbentuk
bundar, halus, menonjol dan berkilau. Staphylococcus aureus membentuk koloni

berwarna abu-abu sampai kuning emas tua (Dewi, 2013).

Gambar 2.5. Mikroskopik Staphylococcus aureus (Todar, 2005)
Staphylococcus aureus membentuk pigmen lipochrom yang menyebabkan

koloni tampak berwarna kuning keemasan dan kuning jeruk. Pigmen kuning
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keemasan timbul pada pertumbuhan selama 18-24 jam pada suhu 37° C, tetapi
membentuk pigmen paling baik pada suhu kamar (20-25° C). Pigmen tidak
dihasilkan pada biak anaerobik atau pada kaldu. Staphylococcus aureus mudah
tumbuh pada banyak pembenihan bakteri. Berbagai tingkat hemolisis dihasilkan
oleh S. aureus dan kadang-kadang oleh spesies bakteri lain (Jawetz et al., 2005).

Staphylococcus aureus pada media mannitol salt agar (MSA) akan terlihat
sebagai pertumbuhan koloni berwarna kuning dikelilingi zona kuning keemasan
karena kemampuan memfermentasi mannitol. Jika bakteri tidak mampu
memfermentasi mannitol, maka akan tampak zona (Dewi, 2013).

Sebagian bakteri Stafilokokus merupakan flora normal pada kulit, saluran
pernafasan, dan saluran pencernaan makanan pada manusia. Bakteri ini juga
ditemukan di udara dan lingkungan sekitar. S. aureus yang patogen bersifat
invasif, menyebabkan hemolisis, membentuk koagulase, dan mampu meragikan
manitol (Warsa, 1994).

Keracunan makanan dapat disebabkan kontaminasi enterotoksin dari S.
aureus. Waktu onset dari gejala keracunan biasanya cepat dan akut, tergantung
pada daya tahan tubuh dan banyaknya toksin yang termakan. Jumlah toksin yang
dapat menyebabkan keracunan adalah 1,0 pg/gr makanan. Gejala keracunan
ditandai oleh rasa mual, muntah-muntah, dan diare yang hebat tanpa disertai
demam (Jawetz et al., 2005). Menurut BPOM (2013), tahun 2013 Kejadian Luar
Biasa (KLB) keracunan pangan di Indonesia mencapai 36% dengan 48 kejadian

yang berasal dari 34 propinsi. Jumlah orang terpapar sebesar 6.926 orang dengan
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AR 24,40% (1.690 kasus) dan CFR 0,71% (12 kasus), dan salah satu penyebab
infeksi tersebut adalah bakteri Staphylococcus aureus.

Fase pertumbuhan S. aereus dengan menggunakan metode turbidimetri
pada medium Nutrient Broth, diketahui fase adaptasi berlangsung dari menit ke-0
sampai menit ke-360, selanjutnya diikuti dengan fase logaritmik berlangsung dari
menit ke-360 sampai menit ke-600. Setelah itu, bakteri berada pada fase stasioner
dimana jumlah sel yang tumbuh hampir sama dengan jumlah sel yang mati dan
akhirnya bakteri mengalami penurunan jumlah sel, hal ini dikaibatkan oleh nutrisi
yang semakin berkurang atau terakumulasinya limbah metabolisme (Khotimah,

2009).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif kualitatif, yaitu
uji kandungan senyawa aktif ekstrak fermentasi metabolit sekunder dari isolat
jamur endofit pada hasil aktivitas antibakteri terbaik dan pemisahan senyawa
dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilanjutkan bioautografi
kontak.
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan mulai bulan Juni — Oktober 2015 di dua
tempat, yaitu:
1) Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang, untuk fermentasi metabolit
sekunder jamur endofit dan bioautografi kontak.
2) Laboratorium Kimia Organik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Malang, untuk uji senyawa kimia dan pemisahan senyawa
kimia metabolit sekunder jamur endofit melalui Kromatografi Lapis Tipis
(KLT).
3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu, timbangan
analitik, autoklaf, lemari pendingin, Laminar Air Flow/ LAF, hot plate dan stirrer,

inkubator, shaker incubator, sentrifuge dingin, vortex, jarum ose, alumunium foil,

47
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bunsen, pinset, pipet, tabung sentrifuse, mikropipet, tips mikropipet, gelas ukur,
gelas beaker, erlenmeyer, cawan petri steril, corong, pengaduk, spatula, tabung
reaksi, rak tabung reaksi, pipa kapiler, chamber kecil, corong pisah, lampu UV
dengan panjang gelombang 254 dan 365 nm.
3.3.2 Bahan Penelitian
3.3.2.1 Mikroorganisme

Mikroorganisme yang digunakan adalah isolat-isolat jamur endofit terpilih
yang disolasi dari rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb.) asal kota
Batu dengan kode isolat TRB1 dan kota Pasuruan dengan kode isolat TRP1 yang
didapatkan dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi UIN Malang. Bakteri uji yang
digunakan adalah Escherichia coli yang termasuk bakteri gram negatif dan
Staphylococcus aureus dari bakteri gram positif yang diperoleh dari laboratorium
Bakteriologi Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya Malang.
3.3.2.2 Medium

Medium Malt Extract Agar (MEA) digunakan untuk pertumbuhan dan
pemeliharaan isolat kapang endofit. Medium Potato Dextrose Yeast (PDY)
digunakan untuk fermentasi metabolit sekunder jamur endofit. Medium Natrium
Agar (NA) digunakan untuk pertumbuhan bakteri uji dan medium uji
bioautografi.
3.3.2.3 Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan untuk uji senyawa kimia adalah Kloroform
(CHCIs), asam sulfat (H,SO4) 2N reagen Mayer, reagen Dragendrorf, reagen

wagner, reagen Lieberman-Burchard, serbuk magnesium, asam klorida pekat
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(HCI) , etanol 70%, larutan besi (Il) klorida (FeCls), akuades. Pada proses
ekstraksi fermentasi metabolit sekunder jamur endofit, pelarut yang digunakan
adalah etil asetat. Eluen yang digunakan dalam pengujian KLT adalah
kloroform:benzena:etanol 98% = 45:45:10 dan juga N-heksan:etil asetat = 10:1
serta pereaksi semprot vanillin-H,SO,4. NaCl 0,9% untuk media suspensi bakteri
uji, serta standar kekeruhan McFarland 0,5 (kepadatan bakteri 1,5x10°)
(komposisi: 0,5 ml larutan BaCl, 1% ditambah dengan 9,5 ml larutan H,SO,4 1%).
3.3.2.4 Bahan Habis Pakai

Bahan habis pakai yang digunakan adalah plastik tahan panas [Petromax],
masker, hand gloves, tissue gulung, kasa, kapas steril, alumunium foil, plastik
wrap, karet gelang, Swab, spirtus, alkohol 70%, kertas saring halus, pelat KLT
Silica Gel 60 Fys, .

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Media
3.4.1.1 Pembuatan Media Malt Extract Agar (MEA)

Pembuatan media MEA mengikuti modifikasi Sinaga et al. (2009) dengan
penambahan ekstrak bagian tumbuhan inang yang digunakan. Media tersebut
dibuat dengan cara menimbang MEA 17,75 gram ditambah dengan serbuk bagian
tumbuhan sebanyak 7,5 gram, Bacto agar 2,5 gram, dan kloramfenikol 0,1 gram.
Seluruh bahan-bahan tersebut dilarutkan dengan akuades sampai 500 ml dan
dipanaskan sampai mendidih. Selanjutnya media disterilisasi dengan autoklaf

pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 30 menit. Setelah disterilisasi media
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disimpan pada suhu 4°C dalam lemari pendingin. Dan media dipanaskan terlebih
dahulu menggunakan hot plate apabila hendak digunakan.
3.4.1.2 Pembuatan Media Potato Dextrose Yeast (PDY)

Media PDB sebanyak 13,25 gram dan YE sebanyak 1 gram dicampur dan
dilarutkan dengan 500 ml aquades dalam erlenmeyer 1000 ml. Media tersebut
dihomogenkan dan dipanaskan menggunakan hot plate dan stirrer. Media tersebut
disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121 °C, tekanan 1 atm selama 30 menit.
3.4.1.3 Pembuatan Media Natrium Agar (NA)

Media NA sebanyak 11,5 gram dilarutkan dengan 500 ml aquades pada
erlenmeyer 1000 ml. Dihomogenkan dan dipanaskan menggunakan hot plate dan
stirrer. Media disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama
30 menit.

3.4.2 Peremajaan lIsolat Jamur Endofit untuk Stock Culture dan Working

Culture

Peremajaan isolat jamur endofit yaitu dengan pembuatan stock culture
(kultur stok) dan working culture (kultur kerja) yang dilakukan dengan
menginokulasi setiap koloni tunggal biakan isolat jamur endofit masing-masing
ke dalam 2 tabung reaksi berisi medium agar miring. Medium yang digunakan
adalah medium MEA (Malt Extract Agar). Inokulasi biakan isolat jamur endofit
dengan metode streak menggunakan jarum ose. Kedua tabung reaksi berisi
masing-masing biakan diinkubasi pada suhu ruang (25°C) selama 4-7 hari (hingga
terjadi sporulasi). Setiap isolat jamur endofit, satu tabung biakan digunakan

sebagai working culture dan disimpan pada suhu ruang, sedangkan satu tabung
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lainnya digunakan sebagai stock culture dan disimpan pada suhu 4°C dalam
lemari pendingin.
3.4.3 Fermentasi Jamur Endofit

Fermentasi jamur endofit dilakukan dengan menggunakan media PDY
(Potatoes Dextrose Yeast), yang bertujuan untuk memperoleh ekstrak yang
mengandung senyawa metabolit sekunder dari isolat jamur endofit. Koloni jamur
endofit isolat TRB1 dan TRP1 pada media MEA yang telah bersporulasi,
kemudian dipotong dan diambil 3 potongan berukuran £ 1 x 1 cm. Potongan
jamur tersebut kemudian diinokulasikan ke dalam media fermentasi cair PDY
sebanyak 20 mL dalam labu erlenmeyer ukuran 100 mL. Labu erlenmeyer yang
berisi media fermentasi cair PDY dan potongan kultur jamur endofit difermentasi
goyang menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 130 rpm (kocokan/menit),
dilakukan pada suhu ruang (25 °C) selama 6 hari untuk isolat TRB1 dan 7 hari
untuk isolat TRP1(kurva pertumbuhan pada lampiran 6.). Setelah itu medium cair
hasil fermentasi tersebut dimasukkan ke dalam tabung sentrifus ukuran 15 mL
yang sebelumnya telah disterilisasi terlebih dahulu, kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 5000 rpm, suhu 4°C, selama 20 menit. Supernatan hasil
sentrifugasi diambil dan disaring menggunakan kertas saring. Supernatan ini
kemudian digunakan untuk uji selanjutnya (Sinaga et al., 2009; Noverita et al.,
2009).
3.4.4 Uji Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Jamur Endofit

Ekstrak kasar fermentasi metabolit sekunder jamur endofit yang memiliki

aktivitas antibakteri terbaik dilakukan uji fitokimia untuk mengetahui golongan
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senyawa yang terkandung didalamnya, meliputi uji terpenoid, steroid, alkaloid,
flavonoid, fenolik, dan saponin.
1. Uji terpenoid/steroid
Ekstrak kasar fermentasi metabolit sekunder dari isolat terpilih
dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan dicampur kloroform beramoniak
kemudian ditambahkan H,SO,4 2 N ke dalam tabung dan dikocok kuat. Campuran
didiamkan hingga terbentuk dua lapisan yaitu lapisan asam (atas) dan lapisan
kloroform (bawah). Lapisan kloroform diletakkan di plat tetes dan dibiarkan
menguap lalu ditambahkan asam asetat anhidrat dan asam sulfat pekat (pereaksi
Lieberman-Burchard). Apabila terbentuk warna hijau-biru menandakan adanya
senyawa steroid dan warna merah menandakan adanya senyawa terpenoid (Elita
etal., 2013).
2. Uji alkaloid
Lapisan asam diambil dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan
ditambahkan pereaksi Dragendorff dan pereaksi Mayer. Hasil dinyatakan positif
mengandung alkaloid apabila terjadi perubahan warna menjadi jingga setelah
penambahan pereaksi Dragendorff dan warna putih setelah penambahan pereaksi
Mayer (Elita et al., 2013).
3. Uji fenolik
Ekstrak kasar fermentasi metabolit sekunder dari isolat terpilih diletakkan
di atas plat tetes dan ditambahkan larutan besi (I11) klorida (FeCls). Hasil positif
dinyatakan dengan adanya perubahan warna larutan menjadi biru-hitam (Elita et

al., 2013).
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4. Uji flavonoid

Ekstrak kasar fermentasi dimasukkan ke dalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan etanol 70% dan dipanaskan. Campuran ditambahkan lempeng logam
magnesium dan setetes asam klorida pekat. Hasil positif mengandung flavonoid
bila terjadi perubahan warna larutan menjadi merah muda (Elita et al., 2013).

5. Uji saponin

Akuades ditambahkan ke dalam tabung reaksi yang berisi ekstrak kasar
fermentasi dan dipanaskan hingga mendidih. Kemudian larutan dikocok kuat dan
apabila terbentuk busa yang stabil selama £10 menit maka sampel dinyatakan
mengandung saponin (Elita et al., 2013).
3.4.5 Ekstraksi Supernatan Hasil Fermentasi Metabolit Sekunder Jamur

Endofit

Ekstraksi supernatan hasil fermentasi metabolit sekunder jamur endofit ini
dilakukan berdasarkan Inamandar dan Paliit (2003), yaitu supernatan hasil
fermentasi isolat terpilih, isolat TRB1 dan TRP1, diekstraksi 2 kali dengan pelarut
etil asetat (1:1 v/v) dalam corong pisah selama 20 menit. Ekstrak yang diperoleh
diuapkan dengan penambahan N2 untuk digunakan pada uji selanjutnya.
3.4.6 Pemisahan Senyawa Antibakteri dengan Kromatografi Lapis Tipis

(KLT)

Pemisahan golongan senyawa antibakteri dari ekstrak senyawa jamur
endofit dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Ekstrak
senyawa jamur endofit yang dipisahkan komponennya adalah ekstrak senyawa

isolat TRB1 dan TRP1 dalam etil asetat. Kromatografi senyawa antibakteri
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menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) pada pelat silika gel 60F;s,
sebagai fase diam berdasarkan Listiandiani (2011). Pelat KLT dipotong berukuran
panjang 10 cm dan lebar 1 cm. Bagian bawah pelat ditandai dengan jarak 1 cm
untuk batas bawah, dan 1 cm untuk batas atas dengan menggunakan pensil.

Ekstrak etil asetat fermentasi metabolit sekunder yang memiliki aktivitas
antibakteri terpilih ditotolkan sebanyak 15 totolan pada setiap titik menggunakan
pipa kapiler. Fase gerak dengan perbandingan eluen yang digunakan berdasarkan
Stahl (1985) dengan perbandingan eluen kloroform:benzena:etanol 98% =
45:45:10 dan Asriani (2010) dengan eluen N-heksan:etil asetat = 10:1. Setiap
pelat kemudian dimasukkan ke dalam bejana KLT berisi eluen selama beberapa
menit hingga eluen mencapai batas atas, kemudian dikeringkan dan diamati di
bawah sinar UV 254 nm dan 365 nm. Pola bercak pada pelat diamati dan
digambar, nilai Rf (retention factor) dihitung berdasarkan Sherma dan Fried
(2003) dengan rumus:

__ Jarak tempuh senyawa

Jarak tempuh pelarut

3.4.7 Bioautografi

Pengujian bioautografi menggunakan metode kontak berdasarkan Yulianty
et al. (2011). Bioautografi kontak dilakukan dengan menempatkan pelat hasil
KLT di permukaan media yang telah dicampur dengan suspensi bakteri uji, yaitu
sebanyak 5 pl suspensi bakteri uji dimasukkan ke dalam cawan petri, lalu
ditambahkan £10 ml medium Nutrient Agar (NA) yang masih dalam keadaan cair
(suhu 45°C) dan dihomogenkan. Pelat KLT dibiarkan menempel diatas media

yang berisi suspensi bakteri uji selama 60 menit, setelah itu diangkat dan
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dipindahkan pelat KLT tersebut. Lalu media yang telah ditempeli pelat KLT
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Aktivitas antibakteri diindikasikan
dengan terbentuknya zona hambat pada sekitar bercak hasil KLT.
3.5 Pengolahan dan Analisis Data

Data hasil penelitian berupa data kualitatif yang disusun dalam bentuk
tabel dan gambar. Data kualitatif meliputi hasil pengamatan uji senyawa kimia
ekstrak fermentasi jamur endofit, hasil pengamatan visualisasi KLT, dan hasil

pengamatan bioautografi. Data kualitatif dianalisis secara deskriptif.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Jamur endofit temulawak merupakan salah satu mikroba endofit yang
terdapat dalam jaringan tumbuhan temulawak yang dapat dimanfaatkan sebagai
salah satu pengobatan masalah diare atau pencernaan melalui senyawa aktif yang
terkandung dalam jamur endofit tersebut. Pemanfaatan jamur endofit temulawak
ini merupakan bukti Allah dalam menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang
bermanfaat bagi manusia di bumi ini sebagaimana firman Allah SWT dalam surat

Thahaa ayat 53:
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Artinya: Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-ja]an, dan menurunkan dari langit
air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis
dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.

Berdasarkan tafsir Al-Misbah maksud dari ayat “Maka Kami tumbuhkan
dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-
macam”, yaitu dengan perantaraan air hujan itu tumbuh bermacam-macam jenis,
bentuk, rasa, warna, dan manfaatnya. Itu semua Allah ciptakan untuk manusia dan
juga binatang-binatang. Allah menurunkan air dari langit berupa air hujan, dan
juga mata-mata air dan sungai-sungai serta lautan, lalu ditumbuhkan dari air itu
aneka macam dan jenis tumbuhan lalu Allah SWT. Memberi hidayah kepada

manusia untuk memakannya dan itu semua merupakan ayat-ayat yakni tanda-
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tanda tentang hidayah dan rububiyah/ Ketuhanan dan pemeliharaan Allah SWT.
Hal-hal tersebut harus dicamkan oleh kaum yang berakal (Shihab, 2002).

Al-Maraghi juga memberikan penafsiran yang serupa dalam ayat tersebut,
bahwa:

Allah menurunkan air hujan dari langit, lalu dengan air hujan itu Dia
mengeluarkan berbagai jenis tumbuh-tumbuhan, seperti halnya pada
temulawak dan juga buah-buahan, baik yang masam maupun yang manis.
Juga mengeluarkannya dengan berbagai manfaat, warna aroma dan
bentuk; sebagiannya cocok untuk manusia dan sebagian lainnya cocok
untuk hewan. Di sini terdapat penjelasan tentang nikmat-nikmat Allah
yang dilimpahkan kepada makhluk-Nya melalui hujan yang melahirkan
berbagai manfaat itu (Al-Maraghi, 1987:213).

Avyat tersebut menjelaskan bahwa banyak jenis tumbuhan yang mampu
tumbuh di muka bumi ini melalui perantaraan air hujan. Berbagai jenis tumbuhan
dengan berbagai manfaat yang bisa diambil oleh manusia dalam kehidupannya,
seperti tumbuhan yang dapat dijadikan sebagai obat berbagai penyakit, termasuk
tanaman temulawak yang dapat dimanfaatkan sebagai obat berbagai penyakit
melalui mikroba endofit salah satunya jamur endofit. Hal ini merupakan anugerah
Allah SWT vyang harus dipelajari dan dimanfaatkan seperti disebutkan pula

firman-Nyadalam surat Al-Qashash ayat 57:
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Artinya : Dan mereka berkata: "Jika Kami mengikuti petunjuk bersama kamu,
niscaya Kami akan diusir dari negeri kami*. dan Apakah Kami tidak
meneguhkan kedudukan mereka dalam daerah Haram (tanah suci)
yang aman, yang didatangkan ke tempat itu buah-buahan dari segala
macam (tumbuh- tumbuhan) untuk menjadi rezki (bagimu) dari sisi
Kami?. tetapi kebanyakan mereka tidak mengetahui.
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Berdasarkan tafsir al-Maraghi, sesungguhnya ayat ini diperuntukkan bagi
penghuni tanah haram yang ragu untuk mengikuti ajaran Allah karena takut diusir
dari negerinya, dan Allah pun memberikan jawaban melalui ayat ini. Adapun
makna dari ayat “didatangkan ke tempat itu buah-buahan dari segala macam
(tumbuh- tumbuhan) untuk menjadi rezki (bagimu) dari sisi Kami?”, bahwa Allah
telah melimpahkan karunia pada mereka dan memberi makan bagi mereka segala
bebuahan, yang didatangkan dari segenap penjuru bumi dan tempat perdagangan ,
serta barang-barang dagangan dari segenap negeri sebagai rezki dari-Nya bagi
mereka penghuni tanah haram (Al-Maraghi, 1987).

Meskipun mempunyai makna demikian, sebagai umat Islam dengan Al-
guran sebagai pedoman dan petunjuk kehidupan, ayat tersebut juga dapat
mengisyaratkan kepada seluruh manusia agar kita mencari dan mempelajari
berbagai tumbuhan yang menjadi rezeki yaitu yang memberikan manfaat bagi
kehidupan (Savitri, 2008). Penelitian jamur endofit temulawak yang diidentifikasi
jenis senyawa aktifnya dan potensinya dalam menghambat bakteri Escherichia
coli serta Staphylococcus aureus ini juga merupakan bagian ikhtiar dalam
mempelajari tumbuhan yang menjadi rezeki umat manusia terutama dalam hal
pengobatan.

4.1 Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Jamur Endofit Temulawak

Identifikasi senyawa aktif metabolit sekunder jamur endofit temulawak ini
menggunakan skala kualitatif dengan uji fitokimia. Kajian fitokimia menurut
Harborne (1987) meliputi aneka ragam senyawa organik yang dibentuk dan

disimpan oleh organisme, yaitu struktur kimianya, biosintesisnya, perubahan serta
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metabolismenya, penyebarannya secara alamiah dan fungsi biologisnya. Analisis
fitokimia dilakukan untuk menentukan ciri senyawa aktif penyebab efek racun
atau efek yang bermanfaat yang ditunjukkan oleh ekstrak tumbuhan kasar bila
diuji dengan sistem biologi (bioassay).

Penelitian ini menggunakan ekstrak kasar media fermentasi jamur endofit
temulawak yang memiliki aktivitas antibakteri tertinggi terhadap Escherichia coli
dan Staphylococcus aureus dari penelitian sebelumnya (belum dipublikasi) yaitu
isolat TRB1 dan TRP1 dan dilakukan uji fitokimia pada waktu optimum produksi
antibakteri untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder yang
dihasilkan. Uji fitokimia terhadap ekstrak kasar fermentasi jamur endofit
temulawak merupakan langkah awal yang dapat membantu untuk memberikan
gambaran tentang golongan senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam
masing-masing isolat.

Secara umum dapat dikatakan bahwa metodenya sebagian besar
merupakan reaksi pengujian warna (spot test) dengan suatu pereaksi warna.
Penelitian ini pengujiannya dilakukan dengan cara mengambil sedikit sampel dari
masing-masing ekstrak kasar isolat jamur endofit dan dimasukkan dalam tabung
reaksi, lalu ditambahkan pereaksi sesuai dengan senyawa yang akan diidentifikasi.
Uji fitokimia dilakukan terhadap golongan senyawa terpenoid, steroid, alkaloid,

flavonoid, fenolik dan saponin yang tersaji pada tabel 4.1.
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Tabel 4.1. Uji Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Jamur Endofit Isolat TRB1 dan

TRP1
No. Uji Fitokimia Jenis Isolat Reaksi Positif
TRB1 | TRP1
1. | Terpenoid/ steroid - - Perubahan warna merah
menjadi hijau-biru
2. | Alkaloid
a. Dragendorf - + Jingga
b. Meyer + - Putih
c. Wagner - - Endapan coklat
3. | Flavonoid - - Merah muda
4. | Fenolik - - Biru-hitam
5. | Saponin I 7 Buih putih yang stabil £ 10
menit

Keterangan : “+” = terdeteksi, “- tidak terdeteksi
a. Uji Terpenoid dan Steroid

Reaksi positif dari uji Terpenoid dan steroid dengan penambahan pereaksi
Liebermen burchard yaitu dengan terbentuknya warna merah untuk terpenoid dan
biru-hitam untuk steroid (Elita et al., 2013; Fajrullah et al., 2014). Uji golongan
terpenoid dan steroid pada ekstrak kasar jamur endofit temulawak baik isolat
TRB1 dan TRP1 ini menunjukkan hasil negatif dengan terbentuknya warna putih
keruh pada isolat TRB1 dan TRP1 setelah penambahan dengan pereaksi
Liebermen burchard (lampiran 2.).

b. Uji Alkaloid

Identifikasi golongan alkaloid pada ekstrak kasar jamur endofit isolat
TRB1 dan TRP1 menunjukkan hasil negatif. Hal ini dikarenakan dari ketiga
penambahan pereaksi (Dragendorf, Meyer, dan Wagner) hanya menunjukkan satu
reaksi positif dari masing-masing isolat. Menurut Deasywaty (2011), Ekstrak
tumbuhan dikatakan mengandung alkaloid jika terbentuk reaksi positif dari dua

golongan larutan percobaan. Reaksi positif uji alkaloid teridentifikasi dari jenis
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isolat TRB1 pada penambahan pereaksi Meyer dan jenis isolat TRP1 pada
penambahan reagen Dragendorf.

Sedangkan pada penambahan pereaksi Dragendorf pada isolat TRB1
menunjukkan hasil negatif dengan terbentuknya warna kuning dan endapan
kuning serta hasil negatif pada penambahan pereaksi wagner yang menunjukkan
perubahan warna menjadi jingga kecoklatan (gambar di lampiran 2.). Ekstrak
kasar isolat TRP1 juga menunjukkan hasil negatif pada penambahan pereaksi
Meyer dengan hasil reaksi menunjukkan warna putih kuning keputihan dan hasil
negatif pada penambahan pereaksi wagner dengan hasil uji yang menunjukkan
perubahan warna jingga (gambar di lampiran 2.).

c. Uji Flavonoid

Identifikasi golongan flavonoid dengan penambahan Mg dan HCI pekat
tidak memperlihatkan hasil positif pada ekstrak kasar isolat TRB1 dan TRP1. Hal
ini terlihat reaksi negatif dengan terbentuknya warna putih keruh dan berbuih
pada ekstrak kasar isolat TRB1 serta warna kuning dan berbuih banyak pada
ekstrak kasar isolat TRP1 (gambar di lampiran 2.). Menurut Elita et al. (2013) uji
golongan flavonoid dikatakan positif jika pada ekstrak sampel terjadi perubahan
warna menjadi merah muda.

d. Uji Fenolik
Hasil identifikasi golongan fenolik pada ekstrak kasar jamur endofit

temulawak pada kedua isolat, yaitu TRB1 dan TRP1 menunjukkan reaksi negatif.
Hal ini dapat dilihat adanya perubahan warna menjadi kuning orange pada ekstrak
kasar isolat TRB1 dan orange keruh pada ekstrak kasar isolat TRP1 (lihat gambar

pada lampiran 2.). Menurut Elita et al.(2013), hasil positif pada uji fenolik
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ditunjukkan pada perubahan warna menjadi biru-hitam pada ekstrak sampel.
Begitu pula menurut Sastrawan et al. (2013), hasil positif pada identifikasi
senyawa fenolik ditunjukan dengan terbentuknya warna hitam kebiruan atau hijau.

e. Uji Saponin

Hasil positif pada uji saponin dari kedua isolat, yaitu TRB1 dan TRP1
ditandai dengan terbentuknya busa yang stabil selama + 10 menit setelah dikocok
(seperti pada gambar lampiran 2.). Elita et al. (2013) dan juga Sastrawan et al.
(2013) mengatakan bahwa hasil positif uji saponin ditunjukan dengan
terbentuknya buih putih yang stabil selama =10 menit. Hal ini dikarenakan
saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun, serta
dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya membentuk busa dan menghemolisis
darah (Harborne, 1987). Metode identifikasi dengan pengocokan dan melihat
terbentukanya busa stabil pada uji saponin digunakan karena metode ini mudah
dilakukan, cepat serta tidak memerlukan peralatan dan bahan yang rumit.

Saponin memiliki molekul yang dapat menarik air atau hidrofilik dan
molekul yang dapat melarutkan lemak atau lipofilik sehingga dapat mengganggu
permeabilitas membran sel bakteri, mengubah struktur dan fungsi membran, dan
akhirnya menyebabkan membran sel akan rusak dan lisis (Arabski et al., 2012).

Hasil positif uji saponin pada jamur endofit temulawak ini menunjukkan
bahwa senyawa yang terkandung dalam jamur endofit ini sama atau mirip dengan
senyawa yang terkandung dalam tanaman inangnya, yaitu temulawak. Hal ini
diperkuat dengan literatur bahwa rimpang temulawak mengandung minyak atsiri,
saponin, flavonoid, alkaloid, dan tannin (Afifah, 2005; Siagian, 2006; Deasywaty,

2011).
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Menurut Tan dan Zou (2000), mikroba endofit memang dapat
menghasilkan senyawa bioaktif yang karakternya mirip atau sama dengan
inangnya. Contohnya adalah senyawa Oleandrin sebagai senyawa anti-kanker,
selain dihasilkan oleh tanaman Nerium indicum, ternyata juga dihasilkan oleh
mikroba endofit yang diisolasi dari daun Nerium indicum (Prihatiningtias, 2006).
Endofit juga memiliki kemampuan untuk mentransformasi komponen kimia
dalam tanaman inangnya (Agusta, 2009) seperti bakteri endofit Bacillus polymixa
yang diisolasi dari tumbuhan Artemisia annua dengan kemampuan untuk
memproduksi senyawa biotransformasi artemisinin sebagai senyawa bioaktif
antimalaria (Simanjuntak et al., 2004).

Menurut Siagian (2006), menyatakan bahwa temulawak mengandung
alkaloid dan terpenoid. Hal yang sama dilakukan Mangunwardoyo et al. (2012),
bahwa hasil identifikasi senyawa aktif dalam ekstrak etanol 70% temulawak
menunjukkan hasil positif pada senyawa alkaloid, kuinon, terpenoid dan steroid.
Hasil identifikasi uji fitokimia pada senyawa yang tidak terdeteksi, mungkin
dikarenakan sampel yang digunakan dalam uji ini masih berupa ekstrak kasar dari
fermentasi metabolit sekunder jamur endofit temulawak, sehingga kemungkinan
masih terdapat zat-zat pengotor lain yang ketika diuji dengan pereaksi suatu
senyawa menghasilkan reaksi yang negatif.

Oleh karena mikroba endofit terutama jamur endofit pada temulawak juga
dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang mirip dengan tanaman induknya, maka
kemungkinan komponen aktif lain yang tidak terdeteksi seperti terpenoid,

alkaloid, fenolik, dan flavonoid yang terdapat dalam jamur endofit temulawak
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mengalami transformasi menjadi struktur kimia yang lain oleh jamur endofit isolat
TRB1 dan TRP1. Menurut Lu et al. (1995), biotransformasi adalah pengubahan
suatu senyawa menjadi senyawa turunannya yang strukturnya berbeda dari
senyawa asalnya akibat aktivitas metabolisme suatu mikroba.

4.2 Pemisahan Senyawa Antibakteri dengan Kromatografi Lapis Tipis

(KLT)

4.2.1 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan Larutan Pengembang
kloroform : benzene : etanol 98% (45:45:10)

Pemisahan komponen senyawa dengan KLT menggunakan eluen
kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) pada ekstrak isolat dalam etil asetat
dilakukan dua kali pengukuran ulangan. Ekstrak isolat TRB1 dalam etil asetat
menghasilkan 4 bercak dan 5 bercak pada ekstrak isolat TRP1 dengan nilai Rf
tersaji pada tabel 4.2 dan lampiran 5.

Tabel 4.2. Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)

Jenisisolat | Rf (UV 254) Rf (UV 3¢5) Warna (UV zg5) Rf Standard
(Stahl, 1985)
0,31 0,33 Hijau
0, 40- 0,45
0,41 0,40 Ungu (Kurkumin)
TRB1 0,51 0,48 Ungu kehijauan
0,57 0,56 Hijau kekuningan
0,35-0, 40
0,13 0,21 Kelabu pucat (Desmetoksi-
0,20 0,30 Biru kurkumin)
TRP1 0,27 0,37 Biru kehijauan
0, 25- 0,35
0,31 0,46 Kelabu pucat (Bisdesmetoksi-
0,37 0,56 Kelabu pucat Kurkumin)
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Nilai Rf yang tertera pada tabel tesebut merupakan rata-rata dari dua kali
pengukuran KLT. Hasil yang diperolenh pada jenis isolat TRB1 dengan
menggunakan visualisasi lampu UV, adalah 0,31; 0,41; 0,51; dan 0,57;
sedangkan visualisasi dengan lampu UV 3¢5 didapatkan nilai Rf 0,33, 0,40, 0,48,
0,56. Nilai Rf pada isolat TRP1 dengan visualisasi lampu UV 54 yaitu 0,13; 0,2;
0,27; 0,31; 0,37. Nilai Rf isolat TRP1 dengan visualisasi lampu UV 345
menghasilkan 0,21; 0,30; 0,37; 0,46; 0,56.

Identifikasi senyawa pada bercak hasil pemisahan dengan KLT tersebut
dapat dibandingkan dengan nilai Rf standard, seperti halnya pada literatur Stahl
(1985) yang melakukan pemisahan senyawa dari temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) dengan menggunakan KLT silica gel G pada larutan pengembang
yang sama, Yaitu kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) dan pengamatan
bercak dilakukan dibawah cahaya UV 365 nm, dengan hasil yang tertera pada
tabel 4.2. Perbandingan nilai Rf pada bercak hasil KLT dalam penelitian ini
dengan nilai Rf standard maka dapat diindikasikan adanya golongan senyawa
kurkuminoid pada bercak yang teramati pada visualisasi UV 365 baik itu
kurkumin, desmetoksikurkumin, maupun bisdesmetoksikurkumin.

Adapun komponen kurkumin dapat terdeteksi pada jenis isolat TRB1 pada
bercak ke-2 dengan hRf 40, dan untuk jenis isolat TRP1 senyawa kurkumin dapat
dilihat pada bercak ke-4 ulangan 2 dengan hRf 46. Fraksi desmetoksikurkumin
dapat terdeteksi pada isolat TRP1 pada bercak ke-3 dengan hRf 37. Sedangkan

bisdesmetoksikurkumin dapat dilihat pada jenis isolat TRB1 di bercak ke-1
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dengan hRf 33, dan untuk isolat TRP1 senyawa bisdesmetoksikurkumin dapat
terlihat pada bercak ke-2 dengan hRf 30.

Berdasarkan hasil KLT tersebut fluoresensi terlihat jelas dengan warna
pada pengamatan di bawah lampu UV 365 nm. Fluoresensi yang dihasilkan
tampak berwarna ungu, hijau, sampai kelabu. Hal ini diperkuat oleh literatur dari
Stahl (1985) yang menyatakan bahwa dalam analisis pemisahan senyawa
temulawak (Curcuma xanthorrhiza) dengan menggunakan KLT dan eluen yang
sama dengan penelitian ini, yaitu kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)
dibawah cahaya UV s¢s5, fluoresensinya berwarna kuning-kelabu pucat. Hal yang
sama juga terlihat pada penelitian Azizah dan Salamah (2013) dalam profil KLT
standar kurkumin menggunakan konsentrasi yang berbeda, yaitu 1.6; 1.4; 1.2; 0.8;
0.4 dan 0.2 pg/ul menghasilkan warna bercak yang berbeda pula, mulai dari
bercak berwarna kuning, kuning kehijauan sampai kelabu.

Warna fluoresensi kelabu pucat tersebut diduga karena kadar senyawa
yang ada dalam ekstrak isolat terlalu kecil, sehingga dalam proses pemisahan
senyawa dengan KLT pun menghasilkan bercak yang tipis. Menurut Azizah dan
Salamah (2013) pengamatan yang dilakukan pada kunyit untuk mengetahui hasil
pemisahan senyawa kurkumin dengan KLT menggunakan UV 366 nm, deteksi
tidak menggunakan pereaksi semprot karena kurkumin sudah berwarna jika
dilihat pada UV 366 nm.

Berdasarkan hasil KLT tersebut menunjukkan adanya indikasi senyawa
bisdesmetoksikurkumin dalam pemisahan senyawa dalam jamur endofit

temulawak. Sedangkan Menurut Sidik (2006) dan Parahita (2007) fraksi
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kurkuminoid dalam temulawak mempunyai aroma yang khas, tidak toksik, terdiri
dari dua komponen vyaitu, kurkumin dan desmetoksikurkumin. Munculnya
senyawa bisdesmetoksikurkumin tersebut dimungkinkan adanya biotransformasi
jamur endofit isolat TRB1 dan TRP1 dalam fraksi kurkuminoid. Menurut Lu et al.
(1995), biotransformasi adalah pengubahan suatu senyawa menjadi senyawa
turunannya yang strukturnya berbeda dari senyawa asalnya akibat aktivitas
metabolisme suatu mikroba.

4.2.2 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan Larutan Pengembang N-

Heksan : Etil asetat (10:1)

Larutan pengembang n-heksan:etil asetat merupakan larutan yang bersifat
semipolar, sehingga bercak yang terlihat pada kromatogram KLT dapat terpisah
dengan baik karena larutan pengembang yang digunakan dapat menarik senyawa
yang bersifat polar sampai semipolar (Harborne, 1987). Keakuratan hasil
pemisahan dengan metode kromatografi bergantung pada pemilihan pelarut yang
sesuai sebagai fasa diam, kepolaran pelarut atau pemilihan pelarut yang sesuai
sebagai fasa gerak, ukuran kolom relatif terhadap jumlah material yang akan
dipisahkan dan laju elusi atau aliran fasa gerak (Harborne, 1987). Hasil pemisahan
senyawa isolat TRB1 dan TRP1 dalam etil asetat menggunakan eluen N-Heksan :

Etil asetat (10:1) tersaji dengan nilai Rf pada tabel 4.3 dan Lampiran 5.
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Tabel 4.3. Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang N-Heksan : Etil asetat (10:1)

Warna Rf Standard
Jenisisolat | Rf(UV | Rf(UV 365) | (UV 365) Xanthorizol
254)
0,22 0,21 Ungu 0, 54 (Herdiyanto,
TRB1 0,56 2014)
0,75 0, 55 (Asriani, 2010)
TRP1 0,55 0,15 Biru 0, 58 (Hwang et al.,
0,83 Kehijauan | 2000)

Pemisahan komponen senyawa dengan KLT menggunakan eluen N-

heksan:etil asetat (10:1) pada isolat TRB1 dengan visualisasi UV 254
menghasilkan 3 bercak yaitu dengan nilai Rf 0,22; 0,56; dan 0,75. Sedangkan
pada visualisasi UV 365 menghasilkan 1 bercak yaitu dengan Rf 0,21. Pada isolat
TRP1 dengan visualisasi UV 254 menghasilkan 2 bercak, yaitu dengan nilai Rf
0,55 dan 0,83. Visualisasi menggunakan lampu UV 365 menghasilkan satu
bercak,yaitu dengan nilai Rf 0,15.

Identifikasi senyawa pada bercak tersebut kemudian dibandingkan dengan
nilai Rf standar dengan penggunaan eluen yang sama. Berdasarkan hasil
penelitian Herdiyanto (2014), pemisahan senyawa dengan KLT menggunakan
eluen terbaik yaitu N-heksan:etil asetat menghasilkan 2 bercak yaitu 0,54 dan
0,68. Karakterisasi senyawa menggunakan Spektrofotometri UV-Vis, Infra Red
dan KG-MS memberikan hasil bahwa bercak pada nilai Rf 0,54 tersebut
merupakan senyawa xanthorizol dengan kadar kemurnian 87,4%.

Menurut Hwang et al. (2000) penelitian yang dilakukan dalam isolasi

xanthorizol dari temulawak didapatkan nilai Rf 0,58 dengan kemurnian 99,9%.
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Standar xantorizol yang dilakukan Asriani (2010) pada temulawak dengan
menggunakan eluen yang sama Vyaitu N-heksan:etil asetat (10:1) dan
memodifikasi metode Hwang didapat bahwa xantorizol memberikan spot dengan
Rf 0.55 dengan kemurnian 99,5 %, selain itu pemisahan senyawa xanthorizol
didapat dengan Rf 0,86.

Perbedaan standar nilai Rf pada literatur tersebut tidak membuat rumit
deteksi nilai Rf yang ada dalam sampel uji isolat TRB1 dan TRP1. Hal ini
dikarenakan apabila dua bercak memiliki nilai Rf yang hampir sama, maka
kemungkinan besar komponen tersebut berasal dari kelompok senyawa yang sama
(Margino, 2008).

Berdasarkan standar Rf dalam literatur tersebut, maka nilai Rf yang
didapat pada pemisahan senyawa isolat TRB1 dan TRP1, yaitu 0,55 dan juga 0,56
pada visualisasi lampu UV 254 dari kedua isolat dan mengindikasikan bahwa
bercak tersebut merupakan senyawa xanthorizol. Menurut Herdiyanto (2014),
dalam pemisahan senyawa dengan KLT menggunakan eluen yang sama, yaitu N-
heksan: etil asetat (10:1), pengujian spot dilakukan dengan lampu UV 254 nm dan
penyemprotan dengan pereaksi vanillin.

Selain perbandingan nilai Rf, untuk mempertegas warna bercak agar lebih
mudah dikenali dalam deteksi warna, maka pelat KLT yang sudah diamati
dibawah UV dan juga dari pengujian bioautografi kemudian disemprot dengan
pereaksi semprot vanillin dan dipanaskan dalam oven dengan suhu 100°C selama
10 menit. Menurut Setiabudi (1995 dalam Kusumaningtyas et al., 2008), plat

KLT yang sudah disemprot dipanaskan dalam oven pada suhu 100°C selama lebih
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kurang 10 menit. Pemanasan diperlukan untuk pembentukan warna yang optimum
terutama untuk pereaksi warna yang menggunakan asam. Hasil penyemprotan
tersebut memberikan warna ungu pada bercak dengan Rf 0,56 pada isolat TRB1
dan untuk isolat TRP1 juga memberikan warna ungu pada bercak dengan Rf 0,55.

Hasil dapat dilihat pada gambar 4.1.

TER L () TEPL ()

Rf=0,56 <—

Gambar 4.1. Hasil pewarnaan plat KLT dengan pereaksi semprot vanillin

Warna ungu yang dihasilkan pada pelat KLT baik isolat TRB1 dan TRP1
tersebut juga sesuai dengan hasil penelitian Herdiyanto (2014), bahwa pelat KLT
disemprot dengan menggunakan pereaksi vanilin dan memberikan warna ungu
untuk spot dengan Rf 0.55. Hal tersebut juga diperkuat dengan literatur dari
Gibbons (2006), warna yang diberikan minyak atsiri (xantorizol) ketika diwarnai
dengan pereaksi vanilin adalah merah-biru.
4.3 Bioautografi

Hasil pemisahan senyawa dengan KLT kemudian diuji dengan
bioautografi untuk mengetahui kemampuan aktivitas senyawa yang telah terpisah
melalui KLT dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji. Bioautografi ini
dilakukan pada pelat KLT yang mengandung ekstrak senyawa antibakteri dari

isolat TRB1 dan TRP1 (ekstrak dalam etil asetat) yang telah dipisahkan.
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Bioautografi yang digunakan dalam penelitian ini merupakan bioautografi kontak,
yaitu dengan meletakkan plat KLT hasil eluasi senyawa yang akan diuji di atas
media padat yang sudah diinokulasi dengan suspensi bakteri uji.

Suspensi bakteri sebanyak 5 pL dicampur dengan 10 ml media NA.
Setelah media agar memadat, lempeng KLT diletakkan pada lapisan permukaan
media agar terjadi kontak senyawa dengan media dan bakteri uji. Pada
pelaksanaan kadang-kadang ada beberapa gelembung udara yang terjebak antara
lempeng KLT dengan permukaan media agar, keadaan ini dapat menghambat
proses kontak dan menimbulkan kesulitan dalam pengamatan zona jernih yang
terbentuk. Untuk mencegah hal ini lempeng KLT diletakkan perlahan-lahan
dimulai dari pangkal ke ujung lempeng KLT dan diusahakan tidak merusak media
agar (Hamburger & Cordel, 1987). Lempeng KLT kemudian ditekan perlahan
agar benar-benar bersentuhan dengan media. Lempeng KLT dibiarkan 60 menit di
atas media untuk memberi kesempatan komponen kimia berdifusi masuk ke
dalam media, setelah itu lempeng KLT diangkat dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 1x24 jam.

Senyawa antibakteri ditandai dengan adanya daerah jernih yang tidak
ditumbuhi bakteri (Kusumaningtyas et al., 2008). Menurut Yulianty et al. (2011),
adanya aktifitas antibakteri atau antijamur ditandai dengan terbentuknya zona
hambatan yang bersifat radikal atau iradikal. Zona radikal tampak berupa daerah
yang jernih tanpa terlihat pertumbuhan mikroba uji, sedangkan zona iradikal
masih ada pertumbuhan mikroba tetapi dihambat atau pertumbuhan itu lebih kecil

dibanding pertumbuhan yang tidak dihambat, oleh karena itu zona iradikal berupa
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zona yang keruh tetapi masih lebih jernih dibandingkan pertumbuhan
disekitarnya.

Hasil bioautografi ekstrak isolat TRP1 dengan eluen kloroform: benzene:
etanol 98% (45:45:10) menunjukkan penghambatan terhadap bakteri Escherichia
coli dengan satu bercak pada Rf 0,37 seperti yang terlihat pada gambar 4.2. Nilai
Rf 0,37 termasuk ke dalam senyawa bisdesmetoksikurkumin yang merupakan

golongan kurkuminoid.

Rf=0,37

Gambar 4.2. Penghambatan senyawa isolat TRP1 eluen KLT
kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) terhadap bakteri Escherichia coli

Secara kimiawi, kurkuminoid pada rimpang temulawak merupakan
turunan dari diferuloilmetan yakni senyawa dimetoksi diferuloilmetan (kurkumin)
dan monodesmetoksi diferuloilmetan (desmetoksikurkumin). Menurut Sidik
(2006), kandungan kurkuminoid dalam rimpang temulawak kering berkisar
3,16%. Sedangkan kadar kurkumin dalam kurkuminoid rimpang temulawak
sekitar 58—71 % dan desmetoksikurkumin berkisar 2942 %.

Kurkumin dikenal sebagai warna kuning alami dan termasuk ke dalam
kelompok senyawa polifenol yang dapat mengubah permeabilitas membran

sehingga menyebabkan kebocoran nutrisi pada sel bakteri (Rahman, 2009).
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Menurut Ananggia dan Murnah (2007) dalam penelitiannya, kurkumin yang
terdapat dalam rimpang temulawak efektif sebagai antibakteri terhadap
Escherichia coli dengan konsentrasi 100% dalam uji Kadar Hambat Minimum
(KHM). Selain itu Tajbakhsh et al. (2008) menyebutkan pula bahwa kurkumin
dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus epidermidis penyebab ruam
pada kulit dan Escherichia coli penyebab diare akut.

Mekanisme penghambatan kurkuminoid yang juga termasuk senyawa
fenol adalah melalui pembentukan ikatan hydrogen antara gugus hidroksil pada
senyawa fenol dengan protein membran sel, yang menyebabkan gangguan
terhadap permeabilitas membran, sehingga komponen sel yang esensial keluar
dari dalam sel dan menyebabkan kematian bakteri (Sastrohamidjojo, 1995;
Deasywaty, 2011).

Selain penghambatan pada senyawa isolat TRP1 eluen KLT
kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) terhadap bakteri Escherichia coli juga
terdapat penghambatan dengan zona iradikal pada isolat TRP1 dengan eluen N-
heksan:etil asetat (10:1) pada bercak dengan nilai Rf 0,55 (lihat gambar 4.3). Dari
hasil identifikasi bercak hasil KLT, maka diduga senyawa tersebut merupakan
senyawa xanthorizol. Sehingga senyawa xanthorizol yang terpisah dari hasil KLT
memiliki potensi sebagai senyawa antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus

aureus.



74

Gambar 4.3. Penghambatan senyawa isolat TRP1 eluen KLT N-heksan:etil asetat
(10:1) terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Penelitian sebelumnya xanthorizol juga menunjukkan aktivitas antibakteri
tertinggi terhadap Streptococcus mutans sebagai penyebab karies gigi dan juga
antibakteri terhadap Actinomyces viscosus dan Porphyromonas gingivalis (Hwang
et al., 2000). Xanthorizol adalah komponen khas minyak atsiri pada rimpang
temulawak yang termasuk ke dalam kelompok sesquiterpen. Xanthorizol memiliki
rumus molekul C;5H2,0 dengan bobot molekul sebesar 218.335 g/mol (Sutisna,
2012).

Minyak atsiri memiliki kemampuan untuk menghambat pertumbuhan
bakteri dengan cara proses denaturasi protein yang melibatkan perubahan dalam
stabilitas molekul protein pada bakteri dan menyebabkan perubahan struktur
protein dan terjadi proses koagulasi. Protein yang mengalami proses denaturasi
akan kehilangan aktifitas fisiologi dan dinding sel akan meningkatkan
permeabilitas sel sehingga akan terjadi kerusakan pada sel bakteri (Sumono dan

Wulan, 2008).
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Pengujian pada plat KLT sampel lain tidak menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri pada bioautografi kontak. Hal tersebut mengindikasikan bahwa
senyawa antibakteri yang telah dipisahkan berupa bercak hasil KLT tidak mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
Tidak adanya aktivitas antibakteri terlihat dari tidak terbentuknya zona hambat
baik radikal maupun iradikal di sekitar bercak pada pelat KLT. Hal itu diduga
karena konsentrasi komponen aktif pada bercak pelat KLT sangat rendah,
sehingga tidak mampu menunjukkan kemampuannya dalam menghambat bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Metode bioautografi juga dilakukan dalam penelitian Rante et al. (2013),
yaitu ekstrak etil asetat fungi endofit cabai kotokkon hasil KLT pada isolat DC-1
diuji lanjut dengan metode bioautografi agar-overlay. Hasil uji menunjukkan noda
dengan Rf sebesar 0,54 cm aktif terhadap Eschericia coli dengan diameter zona
hambat sebesar 18,3mm, yang menunjukkan penghambatan yang besar dan
diduga merupakan golongan senyawa terpenoid dan alkaloid.

Yulianty et al. (2011) dalam skrining dan analisis KLT-bioautografi
senyawa antimikroba beberapa ekstrak spons asal perairan laut di Pulau Barrang
Lompo, Sulawesi Selatan, menunjukkan bahwa hasil bioautografi kontak ekstrak
isolat BRLP-009 terdapat satu bercak pada Rf 0,57 yang menunjukkan zona jernih
(iradikal) terhadap bakteri E.coli, S.aureus, dan S.typhii. Hasil positif pada seluruh
bakteri uji mengindikasikan bahwa senyawa aktif tersebut berspektrum luas untuk

bakteri gram positif maupun gram negatif.
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Berdasarkan hasil dari penelitian tentang identifikasi senyawa metabolit
sekunder jamur endofit temulawak ini dan juga potensinya sebagai senyawa
antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, maka banyak
pelajaran yang mengingatkan kita akan bukti kekuasaan Allah dalam dunia ini
bahwa segala sesuatu yang diciptakan oleh-Nya tidak ada yang sia-sia.

Sebagaimana Allah SWT berfirman dalam surat Ali Imran ayat 190-191:
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Artinya : Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang
berakal.(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau
duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami,
Tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau,
Maka peliharalah Kami dari siksa neraka.

Menurut tafsir Ibnu Katsir, firman Allah yang berbunyi “Sesungguhnya
dalam penciptaan langit dan bumi” yakni ihwal ketinggian dan keluasan langit,
ihwal kerendahan dan ketebalan bumi, serta tanda-tanda kekuasaan kekuasaan
yang besar yang terdapat pada keduanya, baik tanda-tanda yang bergerak maupun
yang diam, lautan, hutan, pepohonan, barang tambang, serta berbagai jenis
makanan, warna, dan bau-bauan yang bermanfaat. “Serta silih bergantinya malam
dan siang” yang pergi dan datang serta susul menyusul dalam hal panjang,
pendek, dan sedangnya. Semua itu merupakan penetapan dari Yang Maha Perkasa

lagi Maha Mengetahui. Oleh karena itu, Allah Ta’ala berfirman, “Benar-benar
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terdapat tanda-tanda kekuasaan bagi orang yang berakal”, artinya terdapat tanda-
tanda bagi orang-orang yang berakal, yaitu sempurna dan bersih yang dapat
memahami hakikat berbagai perkara, bukan seperti orang-orang yang tuli dan bisu
yang tidak dapat memahami (Ar-Rifa’i, 1999).

Tafsir Al-Aisar juga menguatkan keterangan pada ayat-ayat ini bahwa:

Allah SWT menyebutkan beberapa tanda-tanda kekuasaan-Nya pada alam
semesta sebagai bukti kemahakayaan-Nya ketergantungan para makhluk
kepada-Nya. Kebesaran Allah di alam semesta merupakan bukti
rububiyyah-Nya atas semua makhluk dan hanya dia yang mengatur serta
mengawasi kehidupan mereka. Tidak ada tuhan bagi makhluk selain dia,
dialah satu-satunya tuhan yang mereka sembah, tak ada yang berhak
disembah selain dia. Akan tetapi, hal ini kurang dipahami kecuali oleh
orang-orang yang memiliki mata hati yang jernih dan akal yang cemerlang
(Al-Jazairi, 2007: 286).

Berdasarkan penjelasan surat Ali Imran ayat 190-191 dari kedua tafsir
tersebut, terdapat pelajaran yang sangat berguna bagi manusia. Allah menciptakan
langit dan bumi dengan berbagai tanda-tanda kekuasaan yang ada di dalamnya,
melalui perantaraan air hujan Allah menumbuhkan banyak jenis tumbuh-
tumbuhan seperti yang telah dijelaskan dalam Surat Thaha ayat 53 dan juga An-
Nahl ayat 11. Setiap tumbuhan yang diciptakan oleh Allah SWT. mempunyai
bentuk, rasa, dan manfaat yang berbeda (QS. Al-An’am: 99), seperti halnya Allah
menumbuhkan temulawak yang pada rimpangnya keluar tunas dan akan
menjulang batang, daun yang hijau serta bunganya yang indah. Demikian pula
Allah menciptakan temulawak yang mudah untuk diambil rimpangnya dalam
tanah dan kemudian dapat dimanfaatkan manusia. Satu unsur tumbuh-tumbuhan
berbeda dengan unsur tumbuhan lain dengan penyerapan makanan dari akar-akar
yang menembus tanah dan naik ke batang, dahan, daun dan bunga (QS. Al-Hijr:

19).
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Subhanallah, begitu rincinya Allah mengatur apa yang ada di alam ini.
Akan tetapi apa yang harus Kita pelajari dari tanda-tanda kekuasaan Allah tersebut
tidak berhenti sampai di situ saja. Dalam tumbuhan tersebut kita masih dapat
menemukan ciptaan Allah lagi seperti mikroba endofit. Mikroba endofit dapat
menghasilkan senyawa bioaktif yang karakternya mirip atau sama dengan
inangnya, salah satunya jamur endofit yang terdapat dalam temulawak.

Hasil penelitian ini pun didapatkan bahwa dalam jamur endofit masih kita
temukan lagi tanda-tanda kekuasaan Allah SWT. yaitu kandungan senyawa aktif
dalam metabolit sekunder jamur endofit seperti saponin dari hasil uji fitokimia,
kurkumin dan xanthorizol dari hasil pemisahan senyawa dengan KLT. Kandungan
kurkumin dan xanthorizol yang ditemukan dalam jamur endofit tersebut sama
dengan yang terkandung dalam tumbuhan inangnya, yaitu temulawak.

Senyawa kurkumin dan xanthorizol itulah yang menjadi senyawa penciri
dalam temulawak. Sebagaimana Allah telah menjelaskan melalui firman-Nya
dalam Surat Al-Hijr ayat 19 bahwa ketentuan dan kadar masing-masing yang
diciptakan Allah di bumi inilah yang membuat tumbuhan bervariasi sehingga
tercipta pula keadaan, karakter dan fungsi masing-masing tumbuhan sesuai
dengan senyawa yang terkandung dalam tanaman tersebut, seperti halnya dengan
jamur endofit dari temulawak itu sendiri. Adanya senyawa yang terdapat dalam
metabolit sekunder jamur endofit temulawak tersebut juga berpotensi sebagai
senyawa antibakteri. Senyawa antibakteri inilah yang apabila dipelajari lebih
dalam akan menjadi sumber pengobatan baru, misalnya antibiotik. Adanya

tumbuhan temulawak inilah Allah memberikan suatu rezki melalui jamur endofit
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yang ada di dalamnya sebagai salah satu sumber obat seperti yang telah tertulis
dalam firman Allah SWT dalam surat Al-Qashash ayat 57.

Berdasarkan penjelasan tersebut ada keterkaitan antara apa yang sudah
tertulis dalam Al-Quran dengan sains. Melalui makna tersiratnya Allah telah
memberikan tanda-tanda kekuasaan-Nya yang ada di alam ini. Al-Qur’an
merupakan petunjuk bagi tiap umat Islam yang meyakininya. Sebagai sumber dari
segala ilmu pengetahuan, Al-Qur’an tidak menyebutkan setiap hal yang ada di
dunia ini secara mendetail, namun semua hal itu terkandung di dalam arti global
yang disebutkan oleh Al-Qur’an dan hal ini sudah dijamin oleh Allah di dalam Al-
Qur’an itu sendiri. Sungguh banyak sekali tanda-tanda kekuasaan Allah yang ada
di dunia ini, tinggal kita mau memikirkan, mensyukuri, meyakini, dan
mempelajari hal tersebut untuk kehidupan yang lebih baik atas ridho Allah SWT

(QS. Ali Imran: 190-191) (QS. Adz-Dzariyat: 20-21).



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

bahwa:

1.

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan

Identifikasi senyawa aktif dari metabolit sekunder jamur endofit melalui
uji fitokimia pada jenis isolat TRB1 dan isolat TRP1 menunjukkan hasil
positif terhadap senyawa saponin. Sedangkan hasil pemisahan senyawa
melalui Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan menggunakan eluen
kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) pada visualisasi 365 nm
menghasilkan 4 bercak pada isolat TRB1 dan 5 bercak pada isolat TRP1,
dan di duga sebagai senyawa kurkuminoid, dengan hRf 40-45 sebagai
senyawa kurkumin, 35-40 sebagai senyawa desmetoksikurkumin, dan hRf
25-35 sebagai senyawa bisdesmetoksikurkumin. Sedangkan untuk eluen
N-heksan:etil asetat (10:1) pada visualisasi UV 254 nm terdeteksi sebagai
senyawa xanthorizol dengan nilai Rf 0,56 untuk bercak pada Isolat TRB1
dan Rf 0,55 pada bercak isolat TRP1.

Bioautografi kontak dari Bercak hasil pemisahan senyawa dengan KLT
menunjukkan aktivitas antibakteri pada isolat TRP1 dengan eluen
Kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10) dengan penghambatan zona
iradikal pada nilai Rf 0,37 terhadap bakteri Escherichia coli yang
merupakan senyawa kurkuminoid, dan dengan eluen N-heksan:etil asetat

(10:1) dengan zona iradikal pada bercak dengan nilai Rf 0,55 terhadap
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bakteri Staphylococcus aureus yang merupakan senyawa xanthorizol.
Sehingga senyawa kurkuminoid dan xanthorizol yang terdapat pada isolat
TRP1 berpotensi sebagai senyawa antibakteri.

5.2 Saran
Saran yang perlu dilakukan dari hasil penelitian ini adalah

1. Perlu dilakukan penelitian sejenis untuk uji fitokimia dengan menggunakan
pelarut yang sesuai pada ekstrak kasar sehingga identifikasi senyawa aktif pada
metabolit sekunder rimpang temulawak dapat lebih maksimal.

2. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk identifikasi golongan senyawa dari
hasil KLT dengan menggunakan Spektrofotometri UV-Vis, Spektrofotometri
Infra Red dan KG-MS.

3. Perlu dilakukan penelitian sejenis dengan menggunakan mikroorganisme
patogen yang lain, sehingga dapat mempertegas bahwa jamur endofit

temulawak mempunyai kemampuan sebagai zat antibakteri dan antifungi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian

Isolat terbaik Jamur Endofit Temulawak, yaitu isolat TRB1 (rimpang dari
Batu) dan isolat TRP1 (rimpang dari Purwdadi) berdasarkan uji aktivitas
antibakteri dari penelitian sebelumnya

¥

Pemurnian isolat jamur endofit TRB1 dan TRP1

) 2

Peremajaan Isolat Jamur Endofit untuk Stock Culture dan Working Culture

¥

Fermentasi jamur endofit menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 130
rpm (kocokan/menit), dilakukan pada suhu ruang (25 °C) selama 6 hari untuk
isolat TRB1 dan 7 hari untuk isolat TRP1

¥

Uji Senyawa Aktif Metabolit Sekunder Jamur Endofit dengan Uji Fitokimia

P

Ekstraksi Supernatan Hasil Fermentasi Metabolit Sekunder Jamur Endofit

P

Pemisahan Senyawa Antibakteri dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

=

Pengujian bioautografi menggunakan metode bioautografi kontak

@

Pengolahan dan Analisis Data

) 2

Penulisan Skripsi
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Lampiran 2. Foto Hasil Uji Fitokimia

Isolat TRB1

Hasil Uji Terpenoid/Steroid Hasil Uji Alkaloid: Reagen Meyer

: Pereaksi Wagner

Hasil Uji Fenolik Hasil Uji Flavonoid
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Hasil Uji Saponin

Hasil Uji Fitokimia Isolat TRB1

Isolat

TRP1

Uji Terpenoid/ Steroid

Uji Alkaloid: Pereaksi Meyer

Uji Alkaloid: Pereaksi Wagner
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Hasil Uji Fenolik

Hasil Uji Flavonoid

Hasil Uji Saponin




Lampiran 3. Foto Hasil Uji KLT
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Isolat TRB1 eluen N-heksan:etil asetat (10:1)

Visualisasi UV 254 nm Visualisasi UV 365 nm

Isolat TRB1 eluen Kloroform:Benzen:Etanol 98% (45:45:10)

Visualisasi UV 254 nm Visualisasi UV 365 nm




Isolat TRP1 eluen N-heksan:etil asetat (10:1)

Visualisasi UV 254 nm Visualisasi UV 365 nm

Isolat TRP1 eluen Kloroform:Benzen:Etanol 98% (45:45:10)

Visualisasi UV 254 nm Visualisasi UV 365 nm
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Lampiran 4. Hasil Uji Bioautografi

Isolat TRB1 eluen kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)

Bakteri uji Eschericia coli Bakteri uji Staphylococcus aureus

Isolat TRB1 eluen N-heksan:etil asetat (10:1)

Bakteri uji Eschericia coli Bakteri uji Staphylococcus aureus
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Isolat TRP1 eluen Kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)

Bakteri uji Eschericia coli Bakteri uji Staphylococcus aureus

Isolat TRP1 eluen N-heksan:etil asetat (10:1)

Bakteri uji Eschericia coli Bakteri uji Staphylococcus aureus




Lampiran 5. Tabel Hasil KLT
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1. Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)

visualisasi lampu UV 254 nm

Jenis isolat

Ulangan

Rf

TRB1

0,31

0,41

0,51

0,57

0,31

0,41

0,51

0,57

TRP1

0,13

0,20

0,27

0,31

0,37

0,13

0,20

0,26

0,31

0,37
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Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang kloroform:benzene:etanol 98% (45:45:10)
visualisasi lampu UV 365 nm

Jenis isolat Ulangan Rf Warna (UV 3¢5)
0,33 Hijau
0,40 Ungu
1 0,48 Ungu kehijauan
0,56 Hijau kekuningan
TRB1 0,32 Hijau
0,40 Ungu
2 0,48 Ungu kehijauan
0,55 Hijau kekuningan
0,21 Kelabu pucat
0,30 Biru
1 0,36 Biru kehijauan
0,45 Kelabu pucat
TRP1 0,56 Kelabu pucat
0,21 Kelabu pucat
0,30 Biru
2 0,37 Biru kehijauan
0,47 Kelabu pucat
0,56 Kelabu pucat
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3. Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang N-Heksan : Etil asetat (10:1) visualisasi
lampu UV 254 nm

Jenis isolat Ulangan Rf
0,22

1 0,56

0,75

TRB1 0,22
2 0,56

0,75

1 0,55

0,83

TRP1 2 0,55
0,82

4. Hasil analisis KLT ekstrak etil asetat metabolit sekunder jamur endofit
dengan larutan pengembang N-Heksan : Etil asetat (10:1) visualisasi
lampu UV 365 nm

Jenis isolat Ulangan Rf Warna (UV 3¢5)
TRB1 1 0,21 Ungu
2 0,21 Ungu

TRP1 1 0,15 Biru Kehijauan

2 0,15 Biru Kehijauan
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Lampiran 6. Grafik Kurva Pertumbuhan Isolat Jamur Endofit Temulawak

1. Kurva pertumbuhan jamur endofit Isolat TRB1

Bobot Biomassa
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2. Kurva pertumbuhan jamur endofit Isolat TRP1
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Lampiran 7. Perhitungan Nilai Rf

1.

Jarak yang ditempuh senyawa

Harga Rf =

Jarak yang ditempuh pelarut

Isolat TRB1
1.1 Eluen Kloroform:Benzen:Etanol 98% Visualisasi UV 254

a. Ulangan 1

Rf bercak 1 =22 = 0,31 Rf bercak 3= 21<0= 051
Rf bercakz_33cm 0,41 Rf bercak 4 = soom_ = 0,57
b. Ulangan 2

Rf bercak 1= 222 = 0,31 Rf bercak 3= 210051
Rf bercak 2 = som = 0,41 R bercak 4 = so Cm- 0,57

1.2 Eluen KIoroform.Benzen:EtanoI 98% Visuallsa5| UV 365
b. Ulangan 1

2,7 cm 3,9cm_

Rf bercak 1 =

Rf bercak 2 =
b. Ulangan 2
Rf bercak 1 =22 =0,32 Rf bercak 4 =
Rf bercak 2 =2 Zan = 0,40 Rf bercak 5 =
1.3 Eluen N- heksan.etll asetat Visualisasi UV 254

=0,33 Rf bercak 4 =
=0,40 Rf bercak 5 =

=0,48
= 0,56

32cm 45cm

3,9cm

—048
—055

4—4-cm

a. Ulangan 1

1,8 cm 4,5 cm

Rf bercak 1 =

Rf bercak 3 =

8 cm
b. Ulangan 2
Rf bercak 1 = =0,22 Rf bercak 2 =
Rf bercak 3 = =0,75
1.4 Eluen N- heksan.etll asetat Visualisasi UV 365

=0,22 Rf bercak 2 =
=0,75

=0,56

1,8 cm 4,5 cm

=0,56

6cm

a. Ulangan 1

1,7 cm

Rf bercak 1 =
b. Ulangan 2
Rf bercak 1 =

2. Isolat TRPl
2.1 Eluen Kloroform:Benzen:Etanol 98% Visualisasi UV 254

=0,21

1,7 cm

—021

104



a. Ulangan 1

1,1 cm

Rf bercak 1 =
Rf bercak 2 =

Rf bercak 3 =
b. Ulangan 2
Rf bercak 1 =

Rf bercak 2 =
Rf bercak 3 =

=0,13
—020
22cm 027

16cm

1,1 cm

=0,13
=0,20
—026

16cm

21cm

Rf bercak 4 =
Rf bercak 5 =

Rf bercak 4 =
Rf bercak 5 =

2,5cm

—031
—=0,37

30cm

2,5cm_

=031
=0,37

3OCm

2.2 Eluen KIoroform.Benzen:EtanoI 98%o Visualisasi UV 365

a. Ulangan 1

1,7 cm

Rf bercak 1 =
Rf bercak 2 =

Rf bercak 3 =

b. Ulangan 2
Rf bercak 1 = =0,21

bemwkz_zﬁm 0,30
Rf bercak 3= ~<®=0,37

=0,21
=0,30
—=10,36

24cm

29cm

1,7 cm

Rf bercak 4 =
Rf bercak 5 =

Rf bercak 4 =
Rf bercak 5 =

3,6 cm

"= 0,45
= 0,56

45CIT1

3,8cm

—047
= 0,56

45cm

2.3 Eluen N- heksan.etll asetat Visualisasi UV 254

a. Ulangan 1

4,4 cm

Rf bercak 1 =

b. Ulangan 2
Rf bercak 1 =

= 0,55

4,4 cm

=0,55

Rf bercak 2 =

Rf bercak 2 =

6,6 cm

6,7 cm 083
8 cm

=0,82

2.4 Eluen N- heksan.etll asetat Visualisasi UV 365

a. Ulangan 1

1,2 cm

Rf bercak 1 =
b. Ulangan 2
Rf bercak 1 =

=0,15

1,2 cm

=0,15
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Lampiran 8. Rangkuman Ayat-ayat Al-Quran

1. Surat As-Syu’araa’ ayat 7-8 :

AP - z .3 . /,/.rs’/ L LEr 7 ¢or 7 £
Y@Q‘;éo/l @ﬁfcjjﬁﬁw%w‘j‘ij‘d/lbﬁHﬂ

-

et

9

R LS T <

D owse (ASS1 OF

Artinya: Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
Kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang

baik?. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat
suatu tanda kekuasaan Allah. dan kebanyakan mereka tidak beriman.

2. Surat Al-An’am ayat 99:

P T P

4= E: . o Ef/~/ T~ «
aw b= >0 ’*J§“L& o b= >0 50 -
s L AV Acfe ERSAE=S D) oS

=4

P

> w “ . /{ﬁ/' N - > >, g _ L F /:z Z- £ : //. :
ot 55 415 01538 Lealls e S5l g Lo lih B a5 | ia>
T /./" °,,¢;~"£ - -3 Z, Z -2 8 - 2 L Ted -

b/l"fj‘“" J/l ‘)J,}a_ﬂ Wﬂ&)\_@:@mu JJ‘)Q “*Jj‘)g/_)l.,&l

- - 2 9 -, A f < ¢
Artinya : Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan Maka
Kami keluarkan dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau.
Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak;
dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan
kebun-kebun anggur, dan (kami keluarkan pula) zaitun dan delima
yang serupa dan yang tidak serupa. perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pulalah) kematangannya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda (kekuasaan
Allah) bagi orang-orang yang beriman.

/////

L%)ﬁ\

£
3

3. Surat Al-Hijr ayat 19:

z
£ £ o
| -

T L A S PRI PR P PR RSP X 1P
20 0903 el S e Geb Lol (o) Lead Ll Lend i (o3

Artinya: Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut
ukuran.
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4. Surat Adz-Dzariyaat ayat 20-21:

/C}

@UW M&|M|&j M}JUCA‘_J‘;U,@JY\LQJ

Artinya: Dan di bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-
orang yang yakin. Dan (juga) pada dirimu sendiri, maka Apakah kamu
tidak memperhatikan?

5. Surat An-Nahl ayat 11:

g o v & g~ L I O

ol uﬁﬁ‘ J—‘-;'-'w)w&\“) Jes0ls 255500 @) POy

/ -

Artinya: Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman;
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya
pada yang demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi
kaum yang memikirkan.

6. Surat Thaha ayat 53:

~ o~ //5/// g2 B Y A o g8 o Do
20 L 5 T30 S0 G 75T Sl |,L@,,u4m;ﬁd,.,> <Al

29 Gheld o gl e G220

Artinya: Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah
menjadikan bagimu di bumi itu jalan-ja]an, dan menurunkan dari langit
air hujan. Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis
dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.

7. Surat Al-Qashash ayat 57:

/

Calz G 2gd (K33 o5 T e Calas G Lg.x_&l % o) 56

QQQ)MYbe‘ﬁjbw\luﬁb));w‘J{uJN/“;k_s.‘;-

Artinya : Dan mereka berkata: "Jika Kami mengikuti petunjuk bersama kamu,
niscaya Kami akan diusir dari negeri kami*. dan Apakah Kami tidak
meneguhkan kedudukan mereka dalam daerah Haram (tanah suci)
yang aman, yang didatangkan ke tempat itu buah-buahan dari segala
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macam (tumbuh- tumbuhan) untuk menjadi rezki (bagimu) dari sisi
Kami?. tetapi kebanyakan mereka tidak mengetahui.

8. Surat Ali Imran ayat 190-191:

_2% 2@ a’!,w el - B R ’E o PRSP Z .7
g}a‘-g-J'}“ J/j\l%y 2\.‘;.]\) ‘:J.,,H%ml}&-b u,'a)\!\) S:)‘)'—"‘:J‘L:ﬁl" LE . ,/l

~©

> . < oo oz sE Z . g7 . 27 . %
G & 09,5850 apye U0 155285 Lad DT gy S0 Al
729, T 3E Gad Bzl s 1208 EHIE U 155 53Ny g 2T

Artinya : Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal.
(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang
penciptaan langit dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan Kami, Tiadalah
Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha suci Engkau, Maka
peliharalah Kami dari siksa neraka.
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