ISOLASI DAN IDENTIFIKASI JAMUR ENDOFIT DARI BI1JI
PINANG (Areca catechu L.) SEBAGAI PENGHASIL SENYAWA
ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI Vibrio cholerae DAN
Staphylococcus aureus

SKRIPS|

Oleh:
Ahmad Syahirul Alim
Nim: 04520031

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINSDAN TEKNOLOGI
UNIVERSITASISLAM NEGERI (UIN) MALANG
2008



ISOLASI DAN IDENTIFIKASI JAMUR ENDOFIT DARI BI1JI
PINANG (Areca catechu L.) SEBAGAI PENGHASIL SENYAWA
ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI Vibrio cholerae DAN
Staphylococcus aureus

SKRIPS|

Diajukan K epada:
Universitas|sam Negeri Malang
Untuk Memenuhi Salah Satu Per syaratan
Dalam M emperoleh Gelar Sarjana Sains (S.S)

Oleh:
Ahmad Syahirul Alim
Nim: 04520031

JURUSAN BIOLOGI
FAKULTAS SAINSDAN TEKNOLOGI
UNIVERSITASISLAM NEGERI (UIN) MALANG
2008



ISOLASI DAN IDENTIFIKASI JAMUR ENDOFIT DARI BI1JI
PINANG (Areca catechu L.) SEBAGAI PENGHASIL SENYAWA
ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI Vibrio cholerae DAN
Staphylococcus aureus

SKRIPS|

Oleh:
Ahmad Syahirul Alim
Nim: 04520031

Telah Disetujui Oleh:

Dosen Pembimbing | Dosen Pembimbing Il
Dr. Dra. Ulfah Utami, M.Si Ahmad Barid.A
NIP. 150 291 272 NIP.

Tanggal, 14 Oktober 2008
Mengetahui,
Ketua Jurusan

Dr. Drh. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si
NIP. 150 229 505




ISOLASI DAN IDENTIFIKASI JAMUR ENDOFIT DARI BI1JI
PINANG (Areca catechu L.) SEBAGAI PENGHASIL SENYAWA
ANTIBAKTERI TERHADAP BAKTERI Vibrio cholerae DAN
Staphylococcus aureus

SKRIPS|

Oleh:
Ahmad Syahirul Alim
Nim: 04520031

Telah Dipertahankan di Depan Dewan Penguji Skdpsi
Dinyatakan Diterima Sebagai Salah Satu Persyaratan
Untuk Memperoleh Gelar Sarjana Sains (S.Si)

Tanggal : 21 Oktober 2008

Susunan Dewan Penguji: Tanda Tangan
1. Penguji Utama : Dr. drh. Bayyinatul MuchtaromshSi  ( )
2. Ketua Penguiji : Dwi Suherianto, M.P ( )
3. Sekretaris : Dr. Dra. Ulfah Utami, M.Si ( )
4. Anggota : Ahmad Barizi, M.A ( )

Mengetahui dan Mengesahkan
Ketua Jurusan Biologi

Dr. drh. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si
NIP. 150 229 505




LEMBAR PERSEM BAHAN

SKRIPSI INT

KUPERSEMBAHKAN UNTUK,

ABA DAN UMIKU TERSAVANG
KAKAK DAN ADIK-ADIKKU TERCINTA



MOTIO

ZsA 4 Juaa 775 Al &.14\3\/

‘BILA BENAR KELUARNYA SESEORANG (DI
DALAM MENCARI ILMU) MAKA 1A AKAN
NAIK KE DERAJAT YANG TINGGI”



KATA PENGANTAR

Dengan mengucapkan puji dan syukur kepada Allahl S\Ws segala
rahmat dan karunia-Nya sehingga penulis dapat nesgikan penulisan skripsi
dengan baik sebagai salah satu syarat untuk melapegelar Sarjana Sains
(S.Si). Keberhasilan penulisan ini tentunya tidakepas dari beberapa pihak
yang telah memberikan bantuan maupun saran kepaddig Untuk itu penulis
mengucapkan terima kasih sebesar-besarnya kepada:

1. Prof. Dr. H. Imam Suprayogo selaku Rektor Univessitslam Negeri
(UIN) Malang.

2. Prof. Drs. Sutiman Bambang Sumitro, SU. Dsc, selBkitan Fakultas
Sains dan Teknologi UIN Malang.

3. Dr. drh. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si selaku Ketlarusan Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Malang.

4. Dr. Dra. Ulfah Utami, M.Si selaku Dosen Pembimbskgipsi yang telah
meluangkan waktunya untuk memberikan bimbingan #apaenulis
sehingga terselesaikannya penulisan skripsi inmdga Allah SWT
melimpahkan Rahmat-Nya kepada beliau dan keluaegany

5. Segenap Dosen Universitas Islam Negeri Malang yaladp membimbing
penulis selama menempuh studi di Universitas I$\&geri Malang.

6. Aba dan Umi tersayang yang selalu mendidik dan maikan kasih
sayang dengan ketulusan dan keikhlasan yang tikak enampu untuk
membalasnya. Semoga Berkah dan Rahmat Allah SWAluselenaungi

mereka dan memberikan tempat yang terbaik di keamukilak.



7. Kakakku Moh. Subhan Mahrusy dan adik-adikku DewithFaatur
Rahmah, Uswatun Hasanah, Moh Amiril A’la, dan Mdiadil Akbar
tersayang yang selalu memberikan motivasi dan sgahamtuk selalu
terus maju dan sukses.

8. Teman-temanku Biologi '04 yang selalu menghiburkaoenemaniku,
membantuku dan memberiku semangat selama penuagabeli UIN
Malang.

9. Segenap santri Pondok Pesantren Salafiyah NuraydidLembung Galis
Pamekasan (Bunari Hasan, Moh. Nursari, Sugiyarit&,)d/ang selalu
membantuku dan memberiku semangat sehingga dagatesaikannya
penulisan skripsi ini.

10.Teman-teman di Joyo Suko 59A yang telah menghilaur miendukung
penulis dalam terselesaikannya tugas akhir ini.

11.Semua pihak yang telah banyak membantu terselesgiapenulisan
skripsi dengan baik yang tidak dapat disebutkamgatsatu.

Akhirnya penulis berharap semoga skripsi ini dapamberikan
manfaat bagi semua pihak yang memerlukan. Semdga SWT senantiasa

melindungi dan melimpahkan Rahmat dan Ridho-Nyaiefym

Maland, @ktober 2008

Penulis



DAFTAR TABEL

No. Judul Halaman
4.1 Hasil Isolasi Jamur Endofit dari Biji Pinang..........ccccooeeevviiiieeiiiinieeenn, 46
4.2 Hasil Identifikasi Jamur Endofit dari Bici RIMG ...............ccovviieeiiiiieneenn, 55
4.3 Rata-Rata Diameter Zona Hambat/Jernih padakiivitas

Metabolit Jamur Endofit terhadap Bak¥richolera.................ccocvees 56
4.4 Rata-Rata Diameter Zona Hambat/Jernih padakiivitas

Metabolit Jamur Endofit terhadap Bak®riaureus...............cccceeeeeennnnen. 57

4.5 Rata-Rata Perbandingan Diameter Zona Hambat y#mgtiDlkan
Metabolit Jamur Endofit terhadap Bakt&richoleradan
S.aureus?.......a 7N\ IS S LA A N D 60



No.

4.1

4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

4.10
4.11

4.12
4.13

DAFTAR GAMBAR

Gambar Halaman
Jamur Endofit yang Tumbuh dari Potongan Bijiang
Pada Mediat PDASV .....ccouiiiiiiiiiiiiieie s 46
o] F= L I ST TTPPPP 47
o] F= L D S TPPPP 48
o] F= L D T PTPRPP 50
ISOIAE DT ..ot 51
ISOIAt DRI 52
[SOIAL DRZ ... .ottt eeeeeenees 53
Isplat DR~ ... ... IV . oM NGB 54
Zona Hambat yang Ditimbulkan oleh Metabdditnur
Endofit terhadap Bakte3i aureugpada Medium NA ..., 59
Zona Hambat yang Ditimbulkan oleh Metabarndir
Endofit terhadap Baktevi cholera pada Medium NA.............cccoeeeeeees 59
Diagram Alir Metode Kerja............uiuemmeuiiieiieeieiiiiie e 70
Alat-Alat Penelitian........cooouueii e 72
Jenis Pinang pada Habitat Dataran TinggiRttaran Rendah............... 73



No.
Halaman
Lampiran 1.

Lampiran 2.

Lampiran 3.
Lampiran 4.

DAFTAR LAMPIRAN

Judul
Diagram Alir Metode Kerja.......ccceeiiiuiiieiiiiiieeiiiie e 70
Diameter Zona Hambat/Jernih yang Oititkan Metabolit
Jamur Endofit dari Biji Pinateghadap Bakte. cholera
DaS. GUIBUS. ... ettt ettt et e e e e et e e e e e e eea e 71
Alat-Alat Penelitian............ceeeeiiiiieeeeeieii e 72
Biji Pinang Dataran Tinggi dan DataRendah ..............c.ccccceeveeiiiinnnnnn 73



DAFTAR IS

Halaman
KATA PENGANTAR ... ..
DAFTAR IS] e, iii
DAFTAR TABEL ... \Y
DAFTAR GAMBAR ... .o Vi.
ABSTRAK ..ottt e rm s e e e e e e e e e e e eeeeenes viii
BAB | PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang ........cccoovviiiiiiiiii e 1
1.2 Rumusan Masalah...............uuuiiiiiiiieeeeeiee e 8
1.3 Tujuan Penelitian ..............ooeiiiiioee e 8
1.4 Manfaat Penelitian ... 9
1.5 Batasan Masalah .........cc...oiiiiiiiiieiiee e 9
BAB Il KAJIAN PUSTAKA
2.1 Tinjauan Umum Tentang Tanaman ..........ccccceceuvuieeeeeenns 11
2.1.1 Klasifikasi Tanaman Pinang............ccccceeeeeeeeeeeeiiinnnnnn. 13
2.1.2 Manfaat Biji PINANG ........ccouuuiiiiicieae e 13
2.1.3 Kandungan Kimia Biji Pinang...........cccceeveveiiiiinnnnnnn. 14
2.2 Tumbuhan Sebagai Penghasil Metabolit Sekunder............ 16
2.3 Mikroba Endofit Sebagai Penghasil Senyawa Bibak......... 19
2.4 Bahan Antimikroba............coveeeieiiiiceemme e 22
2.4.1 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Kerja
Zat Antimikroba............cooooviiiiiiiiiiii 26
2.4.2 Pengujian Aktivitas Bahan Antimikroba. .................... 28
2.5 FUNgi ENAOfit....cooeiiii e e 30
2.6 VIDrio Cholerae ..........ouuvviiiiiiieieee e 34
2.7 StaphylOCOCCUS AUIEUS .........uui i ceeceemeis et 36
BAB Il METODE PENELITIAN
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian ............ccceoeoiiiiiiiiiiiiiieens 38
3.2 Rancangan Penelitian.............ccoccoeiiiiiiiiiiiec e, 38
3.3 Alat dan Bahan Penelitian .............cccceceeeeeiiiiii, 38
S.BLL AIBL .t 38
3.3.22Bahan........ 39
3.4 Prosedur Penelitian ................uees o ceeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 39
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan ............ccccccoiviiiiiiiiininininnns 39
3.4.2 Pembuatan Media.............oovviiiiieceeeeeeieieieeeeeeeeeee 39

3.4.3 Isolasi Jamur Endofit dari Biji Pinang .ceeee.....occevven.... 41
3.4.4 Pemurnian Jamur ENAOfit.............. v eeeneerennenneeneen. 42
3.4.5 |dentifikasi Isolat Jamur Endofit........ccoeevvvevieiiiniinninneen 42



3.4.6 Seleksi Jamur Endofit Penghasil Metaboliti#adtteri .... 43

a. Produktifitas Metabolit Antibakteri.......comveeveeeenn... 43
b. Uji Antibakteri terhadapy. cholerae
AANS. AUIBUS .. cee et aean 43

BAB VI HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Jamur Endofit dari Biji Pinang....ccccc..ccovviieeiiiineenn. 45
4.1.1 Isolat Jamur Endofit dari Biji Pinang
Dataran Tinggi (DT) «.c..uvieeiiiiieieeee e 46
4.1.2 Isolat Jamur Endofit dari Biji Pinang
Dataran Rendah (DR)...........coovmmmmmme e, 51

4.2 Uji Aktivitas Metabolit Namur Endofit dari Biji
Pinang terhadap Bakt&fibrio choleraedan
StaphylOCOCCUS AUIBUS ... ..cccviiiiiii e 56

BABV PENUTUP

5.1 KeSIMPUIBN. ...ttt et 65
"W ST 21 | ) AP W TR, Y-S 65
DAFTAR PUST AK A ettt e 67

LAMPIRAN



ABSTRAK

Alim, Ahmad Syahirul. 2008. | solasi dan |dentifikasi Jamur Endofit dari Biji
Pinang (Areca catechu L.) sebagai Penghasil Senyawa Antibakteri
terhadap Bakteri Vibrio cholerae dan Staphylococcus aureus. Dosen
Pembimbing: Dr. Dra. Ulfah Utami, M. Si dan Ahmad Barizi, MA

Kata Kunci: Jamur endofit, biji pinangAfeca catechuL.), Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus

Diare adalah suatu gejala klinis dan gangguamaalpencernaan (usus)
yang salah satunya disebabkan oleh bakkéri cholerae dan S. aureus
Penggunaan tanaman obat dengan cara mengambihbatgia keseluruhan dari
tanaman induknya secara terus-menerus dikhawatakan mengurangi bahkan
memusnahkan sumberdaya hayati yang tersedia. 8atugsaya untuk mengatasi
kendala tersebut antara lain dengan ditemukannyarj@&ndofit yang hidup di
dalam jaringan tanaman yang mampu memproduksi migtedekunder yang
mempunyai karakteristik sama dengan tanaman inanddydalam Al-Qur’an,
mikroba endofit (jamur/bakteri endofit) diartikanebggai makhluk yang
ukurannya lebih kecil dibanding nyamuk. Maknadbrg terkandung dalam Al-
Qur'an yang artinya;Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan
berupa nyamuk atau yang lebih rendah dari.itu...”(Q.S Al-Bagarah/2: 26).
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi jamuddadit dari biji pinang yang
mempunyai potensi sebagai penghasil senyawa atdibakrhadap baktefV.
choleraedanS. aureus

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikialbgi Fakultas Sains
dan Teknologi Universitas Islam Negeri Malang padin Juni sampai Agustus
2008. Metode yang digunakan adalah metode ekspldPaselitian dilakukan
dengan cara mengisolasi jamur endofit dari bijiapign yang diperoleh dari dua
tempat yaitu Kelurahan Pamaroh Kecamatan Kaduras@at tinggi) dan
Kelurahan Polagan Kecamatan Galis (dataran rendédt)upaten Pamekasan
yang kemudian dilakukan identifikasi terhadap janamdofit yang tumbuh.
Produksi metabolit sekunder jamur endofit diperaliemgan metode fermentasi
dan diuji aktivitasnya terhadap baktevi. cholerae dan S. aureusdengan
menggunakan metode difusi agafirby-Bauel). Bakteri uji yang digunakan
diperoleh dari Lab. Mikrobiologi UIN Malang dan Laklikrobiologi Kedokteran
Universitas Brawijaya.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebanyak 7ais@mur endofit
berhasil diisolasi dari biji pinang)\( catechu..), yaitu 4 isolat jamur endofit dari
biji pinang dataran tinggi dan 3 isolat jamur eridaofari biji pinang dataran
rendah. Hasil uji 7 isolat jamur endofit, ditemuk&n(100%) isolat jamur endofit
mempunyai potensi menghasilkan senyawa antibakertiadap bakteriV.
cholerae dan 5 (71,4%) isolat jamur endofit memiliki potemsenghasilkan
senyawa antibakteri terhadap bak&raureus



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Al-Qur'an merupakan sumber ilmu pengetahuan yangbeeikan banyak
sekali informasi bagi manusia, seperti tanaman .obat dalam Al-Qur'an
dijelaskan bahwa masih banyak lagi jenis tanamaat tdinnya yang banyak
memberikan manfaat bagi manusia seperti kandungam ldari tanaman yang
dapat mengobati penyakit diare yang menunjukkadadanda kekuasaan Allah.

Sebagaimana firman Allah SWT dalam Q.S. Asy-Sy@aygat 7-8:

-

Leg

<
|

NEUS 30 () oS CﬁJ J§w G ‘:U‘jupﬂ‘ J 55 3

ot ST OE
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, bekapabanyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuhbiuhan yang
baik. Sesungguhnya pada yang demikian itu benaaibemdapat suatu
tanda kekuasaan Allah dan kebanyakan mereka tidmknan”. (QS.
Asy-Syu’araa: 7-8)

Makna “A walam yaraw ila al-ardh kam ambatna fiha minlikehwiji
karim”, adalah apakah mereka terus-menerus mengingkarn,Atleendustakan
Rasul-Nya, tidak mau memahami tanda-tanda kebegdlaim yang ada di alam
ini. Misalnya, bagaimana Allah menumbuhkan berbagai madambuh-

tumbuhan yang beraneka-ragam, yang semuanya mé&nkepada keagungan

Allah dan kekuasaan-Nya (Shiddieqy, 2000).



Selanjutnya, Shiddieqy (2000), menjelaskan makna“dana fi dzalika
la’ayah wa ma kéna aktsaruhum mu’'miniatialah bahwa di dalam penciptaan
tumbuh-tumbuhan yang sangat indah ini terdapatatéawida (fenomena) yang
menunjuk kepada adanya Sang Pencipta yang Maha Kiaasmenunjuk kepada
kebangkitan di hari akhir nanti. Allah menumbuhkanaman atau tumbuhan dari
tanah yang kering adalah merupakan bukti bahwa [Diga berkuasa
membangkitkan kembali semua makhluk dari kubur-koya. Hanya saja,
kebanyakan manusia tidak memikirkan hal itu, laaghn gampang mendustakan
Allah, Rasul, dan kitab-kitab-Nya.

Dari sekian banyak jenis tumbuh-tumbuhan, sepermibuhan pinang
yang dijelaskan dalam Q.S. Asy-Syu'araa ayat 7ely sekitar 300.000 jenis
tanaman yang tersebar di muka bumi ini. Masing-ntasitnaman mengandung
satu atau lebih mikroba endofit yang terdiri daakteri dan jamur. Sehingga
apabila endofit yang diisolasi dari suatu tanamdat odapat menghasilkan
alkaloid atau metabolit sekunder sama dengan tamasimya atau bahkan dalam
jumlah yang lebih tinggi, maka kita tidak perlu mbang tanaman aslinya untuk
diambil sebagai bahan baku obat (Radji, 2008).

Penggunaan tanaman obat dengan cara mengambil nbaafiau
keseluruhan dari tanaman induknya secara teruswmmeerdikhawatirkan akan
mengurangi bahkan memusnahkan sumberdaya hayafitgesedia disebabkan
karena adanya kendala dalam budidayanya. Bahkanyalis bahwa bahan
tanaman obat yang diproduksi dan diedarkan di lediansaat ini sebagian besar

bahan bakunya sudah mulai diimpor dari beberaparadgin (Radji, 2008).



Memelihara sumber daya hayati yang ada tanpa ederya merupakan
tanggung jawab manusia sebagai khalifah di mukaibum Allah SWT

berfirman dalam QS. Al-A'raaf; 56:

fSJT W, ‘ Lx».bj Uy oj_CJT) L@JLL&‘ ":\;';U‘UY‘ \_3 bv\.w..n_; Yj

\J,M| ,asz

Artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka buwsasudah
(Allah) memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nyagdenrasa takut
(Tidak akan diterima) dan harapan (akan dikabulkaBgsungguhnya
rahmat Allah amat dekat kepada orang-orang yandbat baik”. (QS.
Al-A’raaf: 56)

\h—

Ayat di atas menyatakan bahwa Allah SWT melaramguaia merusak
bahkan memusnahkan sumber daya hayati yang adena&aesungguhnya alam
raya telah diciptakan Allah swt. dalam keadaan ysamggat harmonis, serasi, dan
memenuhi kebutuhan makhluk. Allah telah menjadikanrbaik, bahkan
memerintahkan hamba-hamba-Nya untuk memperbaikBiydab, 2002).

Maksud dari kataSesungguhnya rahmat Allah amat dekat kepada orang-
orang yang berbuat baikadalah bahwa dengan ketagwaan kepada Allah yang
dalam hal ini kita sebagai khalifah di bumi haruslestarikan makhluk ciptaan
Allah di bumi, seperti dalam bentuk reboisasi. Karenerusak setelah diperbaiki,
jauh lebih buruk daripada merusaknya sebelum dgddrbatau pada saat dia
buruk. Karena itu, ayat ini secara tegas mengdaaisahi larangan tersebut,
walaupun tentunya memperparah kerusakan atau nkeyase baik juga amat
tercela (Shihab, 2002).

Selain itu, maksud dari kata&Sé&sungguhnya rahmat Allah amat dekat

kepada orang-orang yang berbuat baikddalah bahwa dengan melestarikan



makhluk ciptaan Allah di bumi yang salah satunyalad tumbuh-tumbuhan,
banyak manfaat yang bisa diambil pada tumbuh-tumbuseperti senyawa kimia
(metabolit sekunder) dan fungi/jamur endofit yangrapakan karunia Allah swit.

Metabolit sekunder yang dihasilkan dari isolat taaa obat mengandung
senyawa bioaktif sebagai bahan dasar antimikrolog yhperoleh dari jaringan
tanaman baik itu batang, biji, daun, akar, dantkptihon. Allah SWT telah
menciptakan dan menghidupkan senyawa bioaktif hetsenelalui mikroba
endofit yang juga tumbuh bersama-sama dengan tanamaagnya. Sehingga
senyawa metabolit tersebut bisa bermanfaat baghgslingan hidup manusia dan
makhluk ciptaan Allah lainnya. Dalam Q.S Ar Ruurf; Allah SWT berfirman:
o 35 T B Al e Sl L T G AT
Artinya : “ Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati danngeluarkan yang

mati dari yang hidup dan menghidupkan bumi sesudatinya. Dan
seperti itulah kamu akan dikeluarkan (dari kubur) ”

Ayat ini dapat dipahami bahwa siklus kehidupan kiamatian merupakan
rahasia keajaiban alam dan rahasia kehidupanutima siklus itu adalah bahwa
zat-zat hidrogen, karbon dioksida, nitrogen, dammayang non organik di bumi,
berubah menjadi zat-zat organik yang merupakanrb&khidupan bagi hewan
dan tumbuh-tumbuhan berkat bantuan sinar mataBafanjutnya zat-zat itu
kembali mati dalam bentuk kotoran makhluk hidup daim bentuk tubuh yang
aus karena faktor disolusi bakteri dan kimia, yar@ngubahnya menjadi zat non

organik untuk memasuki siklus kehidupan baru. Begft Sang Pencipta



mengeluarkan kehidupan dari kematian dan mengelnarkematian dari
kehidupan di setiap saat. Siklus ini terus berpdéar hanya terjadi pada makhluk
yang diberi kehidupan (Shihab, 2002).

Fenomena ini juga terjadi pada proses isolasi fiamgur endofit dari
jaringan tumbuhan. Fungi endofit adalah fungi yaeglapat di dalam sistem
jaringan tumbuhan, seperti daun, bunga, rantingpata akar tumbuhan. Fungi
ini menginfeksi tumbuhan sehat pada jaringan teutdan mampu menghasilkan
mikotoksin, enzim serta antibiotika (Carrol, 198€lay, 1988) dalam (Worang,
2003).

Mikroba endofit terdiri atas bakteri, fungi/jamudan aktinomisetes,
namun yang paling banyak ditemukan adalah goloffigagi dan aktinomisetes.
Mikroba endofit ini mendapat perhatian besar karefzgat menghasilkan
senyawa bioaktif yang dapat berpotensi sebagabiatiki disebabkan karena
aktivitasnya yang besar dalam membunuh mikrobageatoDisamping mampu
menghasilkan senyawa antimikroba, mikroba endaofiajmampu menghasilkan
senyawa-senyawa yang berpotensi sebagai antikaaké@malaria, anti HIV,
antioksidan dan sebagainya (Prihatiningtias, 2008).

Mikroba endofit yang diisolasi dari tumbuhan obledira memiliki aktivitas
yang lebih besar dibandingkan aktivitas tumbuhangmya. Dilihat dari segi
efisiensi, hal ini sangat menguntungkan, karenasikidup mikroba endofit lebih
singkat dibandingkan siklus hidup tumbuhan inangnysehingga dapat
menghemat waktu yang dibutuhkan untuk mendapatkagasva tersebut, dan

jumlah senyawa yang diproduksi dapat dibuat dal&alasyang besar dengan



menggunakan proses fermentasi. Disamping hal-had) y\udah disebutkan di
atas, ada keuntungan lain yang diperoleh, yaitujagankelestarian tumbuhan
obat, terutama yang termasuk jenis tumbuhan langgar tidak dieksploitasi
secara terus menerus yang akhirnya akan menga&ibatkepunahan
(Prihatiningtias, 2008).

Biji pinang (Areca catechu mengandung senyawa tanin, dan beberapa
alkaloid seperti arekolin, guavasin, guakolin, aiek Larutan tanin dapat
digunakan untuk proses penyamakan. Tanin tidak endmeyefek untuk pengelat
tapi juga digunakan untuk perlindungan karena merypiudaya antiseptik. Tanin
digunakan juga untuk pengobatan luka bakar dengaa mempresipitasikan
protein dan karena ada daya antibakterinya (Masd9ii6).

Kandungan metabolit sekunder dalam biji pinang tapeengobati
cacingan, perut kembung, bengkak karena retensircédema), rasa penuh di
dada, luka, batuk berdahak, diare, terlambat hkeijoltihan, beri-beri, malaria dan
memperkecil pupil mata (miosis) pada glaucoma (#tii2008).

Di Indonesia penyakit diare (mencret) masih merapakasalah di bidang
kesehatan terutama di daerah pedesaan. Angka teesgikdnduduk sekitar 15—
43% tiap tahun. Dari jumlah tersebut 60-80% dideadteh anak balita. Angka
kematian yang disebabkan oleh diare mengalami peauardari 12,4% (1986)
menjadi 7,5% (1992), dan urutan penyebab kematanka infeksi menduduki
urutan ke-3 setelah penyakit tuberculosis dan sifs&luran nafas. Menurut daftar
kunjungan ke Puskesmas/Balai Pengobatan, angkairigar) karena penyakit

tersebut menduduki urutan ke 3. Dan hasil survaggenaan obat tradisional di



Kalimantan Timur penyakit diare termasuk yang seridikeluhkan oleh
masyarakat (Winarno dan Sundari, 1996).

Diare adalah suatu gejala klinis dan gangguan aalpencernaan (usus)
yang ditandai dengan bertambahnya frekuensi ddfeledsh dan biasanya
(berulang-ulang), disertai adanya perubahan bedtuk konsistensi dan faeses
menjadi lembek atau cair (Winarno dan Sundari, 1996

Upaya pengobatan penderita diare sebagian besthadangan terapi
rehidrasi atau dengan pemberian oralit untuk memggairan tubuh yang hilang
akibat adanya dehidrasi, karena sebagian terbessakit diare pada golongan
balita disebabkan oleh Rotavirus yang bersiédt limiting Tetapi sekitar 10% s/d
20% penyakit diare memerlukan terapi antibiotikaity diare yang disebabkan
oleh infeksi V. cholera Salmonella Shigella ETEC danCampylobacter
Masalah yang timbul dalam kaitannya dengan antibiatlalah adanya kuman
yang resisten terhadap antibiotik. Perkembangaisteesi ini dipercepat akibat
penggunaan antibiotik yang tidak terarah. Oleh rkarniéu surveillanceresistensi
kuman terhadap antibiotik perlu dilakukan untuk er@okan kebijakan
pemakaian antibiotik secara rasional (Triatmodp896).

Hasil penelitian sebelunya terhadap penyakit drmssnunjukkan bahwa
sediaan infusa dan ekstrak biji pinang mempunyga dantibakteri terhadag.
aureusdan tidak menghambat pertumbuhan bal&edoli (Masduki, 1996).

Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti tertamkuk mengisolasi
mikroba endofit khususnya jamur endofit dari bijhgng @. catechulL.) dan

melakukan seleksi isolat jamur endofit yang mempunjkemampuan



menghasilkan senyawa aktif sebagai antibakkéri cholera dan S. aureus

penyebab penyakit diare.

1.2 Rumusan M asalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikaatadi, maka dirumuskan

masalah yang perlu diteliti, yaitu:

1.2.1 Apakah jamur endofit dapat ditemukan daringan biji pinang A.
catechuL.)?

1.2.2 Apakah senyawa metabolit sekunder yang ditaasjamur endofit dari
biji pinang A. catechuL.) mempunyai kemampuan sebagai antibakteri

terhadap/. choleraedan$S. aureu3

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk :

1.3.1 Untuk mengetahui keberadaan jamur endofit padagari biji pinang A.
catechuL.).

1.3.2 Untuk mengetahui kemampuan metabolit sekunder jaemdofit dari
jaringan biji pinang A. catechul.) sebagai antibakteri terhaday.

choleraedanS. aureus



1.4 Manfaat Penelitian
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1.4.2

1.4.3

Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakatukn

Memberikan informasi tentang keberadaan jeandofit pada biji pinang
(A. catechuL.).

Memperbanyak pengetahuan di bidang mikrogictau bidang lainnya,
khususnya jamur endofit yang mempunyai potensi gabaenghasil
senyawa antibakteri.

Senyawa antibakteri yang didapat, diharapkantinya dikembangkan
lebih lanjut sehingga bermanfaat untuk menanggul@egyakit yang

disebabkan oleh baktéri choleraedanS. aureus

1.5 Batasan M asalah

Untuk mendapatkan penelitian yang lebih terarabkampenelitian ini

perlu dibatasi sebagai berikut:
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1.5.2

1.5.3

Jamur endofit yang digunakan dalam peaalitii diisolasi dari biji pinang
(A. catechu_.) tua dan tidak kering yang diperoleh dari duapat, yaitu
Kelurahan Pamaroh Kecamatan Kadur (dataran tindgn Kelurahan
Polagan Kecamatan Galis (dataran rendah) Kabupaterekasan.

Biakan baktei. choleraedanS. aureuyang digunakan dalam penelitian
ini diperoleh dari laboratorium Mikrobiologi Univ&tas Brawijaya.
Parameter yang diamati dalam penelitian idalah diameter zona

hambat/jernih yang tumbuh di sekitar paper disk.



1.5.4 Senyawa antibakteri yang digunakan dalam Ipi@meini diambil dari
hasil metabolit jamur endofit.
1.5.5 Pada pengujian aktivitas antibakteri, péineiilak memperhitungkan

kadar konsentrasi dari senyawa antibakteri tersebut



BAB I

KAJIAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Umum Tentang Tanaman Pinang (A. catechu L.)
Tanaman pinang yang merupakan salah satu dari fensman obat
banyak memberikan manfaat bagi manusia yang mekkanu tanda-tanda

kekuasaan Allah SWT. Sebagaimana firman Allah S\&Tamd Q.S. Asy-Syu’araa

ayat 7-8:
E// p P
5 VU5 G l@ﬁf@)ﬁw%w‘}u@ﬂ‘d‘ Tz 3

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, bekapabanyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu pelbagai macam tumbuhkuhan yang
baik. Sesungguhnya pada yang demikian itu benaafeemdapat suatu
tanda kekuasaan Allah dan kebanyakan mereka tidmknan”. (QS.
Asy-Syu’araa: 7-8)

Ayat 7 dan 8 di atas mengandung pengertian bahwandpenciptaan
tumbuh-tumbuhan terdapat tanda yang besar danapmtayang tinggi, yang
menunjukkan kepada hal-hal yang wajib kita imanianya sayangnya
kebanyakan manusia tidak mau beriman, mereka meemerus berada dalam
kekafiran dan kesesatan (Shiddieqy, 2000).

Salah satu bentuk renungan terhadap makhluk cigthaim adalah dengan
memperhatikan tumbuhan pinang. Pinang adalah sepaiima yang tumbuh di

daerah Pasifik, Asia dan Afrika bagian timur. Diwda pinang tumbuh hingga

ketinggian 1.400 m dpl. Pinand\.(catechuL.) memiliki batang yang langsing,



tumbuh tegak setinggi 10 — 30 m. daunnya menyigip Wimbuh berkelompok di
ujung batang pohon. Buahnya berbentuk bulat tedbesar telur ayam kampung
dan memiliki daging buah berserabut seperti kel&jmya tunggal, terletak di
dalam buah (Redaksi AgroMedia, 2007).

Pohon pinang berbatang langsing, tumbuh tegakgitib@-30 m, diameter
15-20 cm, tidak bercabang dengan bekas daun ygpas.leDaun majemuk
menyirip tumbuh berkumpul di ujung batang membemuget batang. Pelepah
daun berbentuk tabung, panjang 80 cm, tangkai ¢geumdek. Panjang helaian
daun 1-1,8 m, anak daun mempunyai panjang 85 dmy & cm, dengan ujung
sobek dan bergigi. Tongkol bunga dengan seludangpg yang mudah rontok,
keluar dari bawah roset daun, panjang sekitar 75 dengan tangkai pendek
bercabang rangkap. Ada 1 bunga betina pada pamdjkatasnya banyak bunga
jantan tersusun dalam 2 baris yang tertancap dalamBunga jantan panjang 4
mm, putih kuning, benang sari 6. Bunga betina panjsekitar 1,5 cm, hijau,
bakal buah beruang satu. Buahnya buah buni, bellat $ungsang memanjang,
panjang 3,5-7 cm, dinding buah berserabut, bilaamagarnanya merah oranye.
Biji satu,bentuknya seperti kerucut pendek dengangumembulat, pangkal agak
datar dengan suatu lekukan dangkal, panjang 15-80 mpermukaan luar
berwarna kecoklatan sampai coklat kemerahan, agd&kok-lekuk menyerupai
jala dengan warna yang lebih muda (Hapsoh dan Rahatin2008).

Yuniarti (2008), melaporkan bahwa biji pinang dapengobati penyakit
cacingan (taeniasis, fasciolopsiasis), perut kemlakibat gangguan pencernaan,

bengkak karena retensi cairan (edema), rasa peardddd, luka batuk berdahak,



diare, terlambat haid, keputihan, beri-beri, edemalaria dan memperkecil pupil

mata (miosis) pada glaucoma.

2.1.1 Klasifikas Tanaman Pinang (A. catechu L.)
Menurut Hapsoh dan Rahmawati (2008), kedudukanmntanapinang
dalam sistematika tumbuhan (taksonomi) diklasiflkas sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Divisio : Spermatophyta

Sub divisio  : Angiospermae

Class : Monocotyledonae
Ordo : Arecales

Family : Arecaceae (Palmae)
Genus . Areca

Species Areca catechil.

2.1.2 Manfaat Biji Pinang (A. catechu)

Berdasarkan penelitian Winarno dan Sundari (1994, berbagai pustaka
tercatat 117 tanaman yang secara empiris digunallklinmasyarakat di berbagai
daerah untuk obat diare, salah satunya adalah tangmnang. Di mana dalam
penelitian Winarno dan Sundari pemanfaatan bijapghuntuk obat diare adalah
dilakukan dengan cara oral.

Selain itu biji pinang juga dapat mengobati cacmgperut kembung,

bengkak karena retensi cairan (edema), rasa perdddd, luka, batuk berdahak,



diare, terlambat haid, keputihan, beri-beri, malatan memperkecil pupil mata

(miosis) pada glaucoma (Yuniarti, 2008).

2.1.3 Kandungan Kimia Biji Pinang (A. catechu L.)
Kandungan kimia biji pinang yang merupakan butititbkecil yang
tumbuh dalam sistem jaringan tumbuhan, ternyatatsutiterangkan dalam Al-

Qur'an surat Al-An’aam ayat 95.

Artinya: "Sesungguhnya Allah menumbuhkan butir tumbuh-turmabuttan biji
buah-buahan. Dia mengeluarkan yang hidup dari yamgti dan
mengeluarkan yang mati dari yang hidup. (Yang niknsifat-sifat)
demikian ialah Allah, maka mengapa kamu masih Hemp2’ (Al-
An’aam: 95).

Maksud dari kalimat ..Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati dan
mengeluarkan yang mati dari yang hidup.atalah hanya Allah yang dapat
menciptakan kejadian ini. Hanya Allah yang dapatyrgpkan makhluk hidup
untuk mengubah atom-atom mati menjadi sel-sel yadgp. Hanya Allah yang
mampu mengubah sel-sel hidup sekali lagi menjadimatom mati. Hal itu
dalam siklus yang tidak ada seorang pun mengetgh@iejak kapan dimulai dan
bagaimana bisa terjadi. Sementara yang bisa didikapumanusia hanyalah
hipotesis, teori, dan probabilitas semata (QutBB22.

Al-Qur'an secara tegas menyebutkan bahwa masal&mciptakan

tumbuh-tumbuhan dan menghidupkan sesuatu yang auatiah bagian dari



kekuasaan Allah SWT. Dalam bioteknologi, hal ingguterbukti. Bioteknologi
tidak dapat menciptakan cendawan atau jamur unt@mboat antibiotika
misalnya, tetapi hanya mampu memanfaatkannya. @araaik dengan teknologi
DNA rekombinan, ataupun melalui cara konvensiogakni seleksi tumbuhan
(Bakry;Sukri dan Auskary, 1996).

Butir tumbuh-tumbuhan yang dimaksud dalam Al-Qur'adalah
kandungan senyawa kimia dari tumbuh-tumbuhan yaaignd hal ini adalah
kandungan senyawa kimia dari tumbuhan pinang. Hagao Rahmawati (2008),
menjelaskan bahwa biji pinang mengandung 0,3-0,B&ad, seperti Arekolin,
arekolidine, arekain, guvakolin, guvasine dan is@gine. Selain itu juga
mengandung red tanin 15%, lemak 14% (palmitic,cokstiearic, caproic, caprylic,
lauric, myristic acid), kanji dan resin. Biji segaengandung kira-kira 50% lebih
banyak alkaloid, dibandingkan biji yang telah dg@s.

Menurut Masduki (1996), kandungan zat kimianya adabkejumlah
alkaloid turunan yuridin yaitu arekolimtecaidine methyl estgrdan guvakoline
(guvacine methyl estertotal alkaloid berkisar di atas 1,45%. Arekatierupakan
alkaloid yang paling aktif. Biji pinang juga menglmg tanin sekitar 15%.
Menurut tim redaksi AgroMedia (2007), bagian tananyang digunakan untuk
obat adalah bijinya yang mengandung bebereapa kit seperti alkaloid
arekolina, arekolidina, arekaina, guva-kolina, @ira, kolin dan tannin. Alkaloid
merupakan racun bagi bebereapa spesies cacingitpdfhasiatnya untuk
mengobati sakit perut, mencret, cacingan, cacatiskwlan borok. Namun, bila

diminum dalam dosis tinggi, pinang dapat mematijagrma.



Arekolin bersifat sebagai sitotoksik kuat. Secaravitro (dalam tabung
reaksi), penggunaan arekolin dengan konsentras420,M (milimol)
mengakibatkan penurunan daya hidup sel serta peanikecepatan sintesis DNA
dan protein. Arekolin juga menyebabkan terjadinggdgalan glutationa, yaitu
sejenis enzim yang berfungsi melindungi sel dakeherugikan (Agusta, 2001).

Biji pinang juga mengandung senyawa golongan f&ndélam jumlah
relatif tinggi. Selama proses pengunyahan biji pgnai mulut, spesies oksigen
reaktif (radikal bebas) akan terbentuk dari senygamalik itu. Adanya kapur sirih
yang menciptakan kondisi pH alkali akan lebih mgsamg pembentukan oksigen
reaktif itu. Oksigen reaktif inilah salah satu pebgb terjadinya kerusakan DNA

atau genetik sel epitelial dalam mulut (Agusta,1200

2.2 Tumbuhan Sebagai Penghasil M etabolit Sekunder

Tanaman obat telah memberikan sumbangan sangaingeierhadap
dunia kesehatan baik secara individual maupun kbéleKanaman obat
mengandung bahan aktif penting terutama dari semyawetabolit sekunder
dengan struktur-rtruktur yang unik dan bervarigang dikembangkan lebih jauh
dengan meninjau hubungan gugus aktif senyawa demgaptor penyakit dalam
tubuh. Senyawa bahan alam dalam tanaman telah mmésaywgy sekitar 40% dari
bahan obat. Beberapa golongan senyawa metabalihdekyang bersifat bioaktif
diantaranya alkaloida, tannin, flavonoid, dan fén@Edeoga, 2005).

Metabolit sekunder yang dihasilkan dari isolat taaa obat mengandung
senyawa bioaktif sebagai bahan dasar antimikrolog yhperoleh dari jaringan

tumbuhan baik itu batang, biji, daun, akar, dantkpbhon. Allah SWT telah



menciptakan dan menghidupkan senyawa bioaktif etsenelalui mikroba
endofit yang juga tumbuh bersama-sama dengan senyang terkandung di
dalam jaringan tumbuhan. Sehingga senyawa metasiitnder bisa bermanfaat
bagi kelangsungan hidup manusia dan makhluk cipMiah lainnya.

Dalam Q.S Ar -Ruum: 19, Allah SWT berfirman:

_ /.//Q/’/ /,//.aiza g/w/a,a/ /w/a,a}?}/ ..«/,J/ {/9;}?}
fos 2 /.’/3'

Artinya : “ Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati danngeluarkan yang
mati dari yang hidup dan menghidupkan bumi sesudatinya. Dan
seperti itulah kamu akan dikeluarkan (dari kubur) ”

Penggunaan bentuk mudhari’/present tense pada kata
yukhrij/mengeluarkanyang mendampingi katal-hayy/yang hidupatau al-
mayyit/yang mati,mengisyaratkan bahwa proses kehidupan dan kemaétian
berjalan secara terus menerus, tidak berhenti oii Wan di angkasa. Bahkan
proses kehidupan dan kematian bukan saja terldmd pumbuh-tumbuhan, tetapi
juga antar sesama manusia, bahkan pada diri seoramgsia. Di sini Yang Maha
Kuasa itu memperingatkan kita, agar menyadari bati@maikianlah kehidupan
dan kematian, dan demikian itu pula kelak kita aldbangkitkan setelah
kematian (Shihab, 2002).

Bukti kekuasaan Allah dalam hal ini adalah adasgpumlah program
pemeriksaan screening) senyawa-senyawa bioaktif telah dilakukan untuk
mendapatkan desain obat baru, misaltgeol, senyawa yang diekstraksi dari

kulit kayu di hutan Pasifik, digunakan untuk meremgberbagai jenis kanker.



Senyawa golongan terpenoid seperti mentol, kandungema minyak atsiri dari
tanamanMentha arvensisnempunyai fungsi fisiologis sebagai bahan andsteti
lokal disamping memberikan refreshing effect. Triterpenoid seperti
protopanaxadioimerupakan zat aktif dalam obat tradisional CRPemax ginseng.
Steroida, bentuk lain dari golongan terpenoid, memypi aktivitas hormonal
yang berkaitan dengan seksualitas dan reprodultsimin D, salah satu contoh
terpenoid, berfungsi mengontrol gastrointestinalsikan, absorpsi fosfat, dan
meningkatkan mineralisasi tulang (Hanson, 2003)bafgakan flavonoid aktif
sebagai antioksidan dan memberikan fungsi penalgkapdikal secara efekiif.
Senyawa alkaloid mempunyai sifa¢uroactivesehingga sering digunakan untuk
menangani penyakit Alzheimer dan Parkinson (Careft al, 1997).

Menurut Edeoga (2005), secara umum kandungan pigtaekunder
dalam bahan alam hayati dikelompokkan berdasarandan reaksi khas suatu
metabolit sekunder dengan pereaksi tertentu. Adgardini kandungan metabolit
sekunder dapat dikelompokkan sebagai berikut:

1. Alkaloida, golongan senyawa yang mengandung nitrodglam bentuk
gugus amina, baik primer, sekunder, tersier makpaterner

2. Terpenoida/steroida, golongan senyawa turunan asewalanat dengan
satuan-satuan isoprene

3. Flavonoid, golongan senyawa fenil propanoid dergaangka karbon &
C3-Cs

4. Fenolik, golongan senyawa aromatik dengan substijugus hidroksil

5. Saponin, golongan senyawa dalam bentuk glikosigeet®ida/steroida



6. Kumarin, golongan senyawa fenil propanoid dengarangka sinamat
dasar 6-C3

7. Kuinon
Disamping golongan senyawa yang telah disebutkaasim banyak lagi
kandungan metabolit sekunder lainnya yang tidakahutideteksi keberadaannya
dalam contoh bahan alam hayati, kecuali setelakoldsi, dimurnikan, dan
dikarakterisasi strukturnya secara spektroskopii Bfokimia kandungan
metabolit sekunder dalam sampel bahan alam hagpttdlilakukan langsung di
lapangan maupun setelah sampel dibawa ke labaratollji lapangan relatif
sederhana, cepat tetapi tidak begitu akurat. Uparfgan ini mencakup

pemeriksaan alkaloid, terpenoid/steroid, flavon&edplik, dan saponin.

2.3 Mikroba Endofit Sebagai Penghasil Senyawa Bioaktif

Selain mengkaji sumberdaya tumbuhan, Islam juga gargaorkan
manusia untuk mengkaji sumberdaya hewan sepertiobakatau hewan yang
ukurannya sangat kecil dan tidak dapat dilihat dengata telanjang. Allah SWT
berfirman dalam Q.S Al-Baqgarah ayat 26.
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpanbaanpa
nyamuk atau yang lebih rendah dari.itu....”(Q.S Al-Bagarah: 26).

Menurut Hawwa (2000), mengatakan bahwa lafddméa faugohq”atau

yang lebih rendah dari itu”) pada ayat di atas mdhkga yaitu apa yang melebihi



nyamuk dari segi makna dan fisik, mengingat nyamadi&lah makhluk kecil dan
tidak berarti.

Adapun hewan yang melebihi nyamuk, atau yang I&kitil dibanding
nyamuk, antara lain adalah mikroba. Mikroba walauperukuran sangat kecil
dan umumnya sangat dibenci orang karena merugikarusm, tetapi sekali lagi
segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT di buimiidlak sia-sia. Mikroba ada
yang merugikan, tetapi juga ada yang menguntungkaitu salah satunya
mikroba endofit yang hidup pada jaringan tanamam digpat menghasilkan zat
antibiotik yang sangat berguna sebagai obat.

Mikroba endofit sebagai anggota golongan mikrobanitie arti penting
dalam pencarian antibiotik baru. Mikroba endofitrapakan mikroba yang hidup
dalam jaringan tumbuhan tanpa menimbulkan gejalaygdét pada tumbuhan
inangnya. Hubungan antara mikroba endofit dan turabunangnya merupakan
suatu bentuk hubungan simbiosis mutualisme, yagfouash bentuk hubungan
yang saling menguntungkan. Mikroba endofit dapamperoleh nutrisi untuk
melengkapi siklus hidupnya dari tumbuhan inangsgbaliknya tumbuhan inang
memperoleh proteksi terhadap patogen tumbuhanseéagawa yang dihasilkan
mikroba endofit (Prihatiningtias, 2008).

Prihatiningtias (2006) dalam Haniah (2008), mesjedan bahwa mikroba
endofit terdiri atas bakteri, fungi/jamur, dan aktinisetes, namun yang paling
banyak ditemukan adalah golongan fungi dan aktisetas. Mikroba endofit ini
mendapat perhatian besar karena dapat menghasékgawa bioaktif yang dapat

berpotensi sebagai antibiotik disebabkan karenwitsgnya yang besar dalam



membunuh mikroba-mikroba patogen. Disamping mampenghasilkan
senyawa-senyawa antimikroba, mikroba endofit jugampu menghasilkan
senyawa-senyawa yang berpotensi sebagai antikaakémalaria, anti HIV,
antioksidan dan sebagainya.

Mikroba endofit yang diisolasi dari tumbuhan obleira memiliki aktivitas
yang lebih besar, bahkan dapat memiliki aktivitang/ lebih besar dibandingkan
aktivitas tumbuhan inangnya. Dilihat dari segi iefisi, hal ini sangat
menguntungkan, karena siklus hidup mikroba endefith singkat dibandingkan
siklus hidup tumbuhan inangnya, sehingga dapat hemgt waktu yang
dibutuhkan untuk mendapatkan senyawa tersebut, ju@afah senyawa yang
diproduksi dapat dibuat dalam skala yang besar atenmgenggunakan proses
fermentasi. Disamping hal-hal yang sudah disebutkatas, ada keuntungan lain
yang diperoleh, yaitu menjaga kelestarian tumbudiz, terutama yang termasuk
jenis tumbuhan langka, agar tidak dieksploitasiasecterus menerus yang
akhirnya akan mengakibatkan kepunahan (Prihatiisis,g2006).

Menurut Radji (2005) dalam Haniah (2008), dari ®ekB00.000 jenis
tanaman yang tersebar di muka bumi ini, masingimgatanaman mengandung
satu atau lebih mikroba endofit yang terdiri daakteri dan jamur. Sehingga
apabila endofit yang diisolasi dari suatu tanamdmat odapat menghasilkan
alkaloid atau metabolit sekunder sama dengan tamasiaya atau bahkan dalam
jumlah yang lebih tinggi, maka kita tidak perlu mbang tanaman aslinya untuk
diambil sebagai simplisia, yang kemungkinan besamarlukan puluhan tahun

untuk dapat dipanen. Berbagai jenis endofit telathdsil diisolasi dari tanaman



inangnya, dan telah berhasil dibiakkan dalam megmigbenihan yang sesuai.
Demikian pula metabolit sekunder yang diprodukehamikroba endofit tersebut

telah berhasil diisolasi dan dimurnikan serta teletfusidasi struktur molekulnya.

2.4 Bahan Antimikroba

Bahan antimikroba diartikan sebagai bahan yang geTgpu
pertumbuhan dan metabolisme mikroba (Pelczar daanCH988). Dalam
penggunaan umum istilah antimikroba merupakan bah@enghambat
pertumbuhan mikroorganisme, bila digunakan dalanmghambat kelompok
organisme khusus maka sering digunakan istilah rgepatibakterial atau
antifungal. Antimikroba merupakan komposisi kimiang berkemampuan dalam
menghambat pertumbuhan atau mematikan mikroorganisitami, 2008).

Pemakaian bahan antimikroba merupakan suatu usahtuk
mengendalikan mikroorganisme dengan tujuan mencegalyakit dan infeksi,
membasmi mikroorganisme pada inang yang terinfelsgrta mencegah
pembusukan dan kerusakan bahan oleh mikroorgani{§teiezar dan Chan,
1988).

Antibiotik merupakan substansi yang dihasilkan ofatkroba-mikroba
tertentu, dan dalam jumlah yang sangat kecil dayghbunuh mikroba penyebab
penyakit (mikroba patogen). Namun sekarang banyjakngai mikroba patogen
yang sudah mengalami resistensi/kekebalan terhau#potik yang telah ada dan
biasa digunakan untuk mengobati penyakit. Hal iapat disebabkan oleh

beberapa hal, diantaranya penggunaan antibiotigg parlebihan atau penggunaan



antibiotik dengan dosis yang kurang tepat di masyatr Untuk mengatasi hal
tersebut, diperlukan antibiotik baru yang dapat mmemuh mikroba-mikroba

patogen secara efektif (Prihatiningtias, 2008).

Menurut Pelczar (1986), obat antimikroba sebaikm@mpunyai sifat-
sifat sebagai berikut:

a. Menghambat atau membunuh patogen tanpa merusagshosp

b. Bersifat bakterisidal dan bukan bakteriostatik

c. Tidak menyebabkan resistensi pada kuman

d. Berspektrum luas

e. Tidak bersifat alergenik atau tidak menimbulkan kefsamping bila
digunakan dalam jangka waktu yang lama

f. Tetap aktif dalam plasma, cairan tubuh

g. Larut di dalam air dan stabil

h. Kadar bakterisidal di dalam tubuh cepat tercapai tartahan dalam
waktu lama.

Volk dan Wheeler (1993) mengatakan bahwa pada migsanekanisme
kerja bahan antimikroba adalah mempengaruhi bagghgang vital dari mikroba
seperti membran sitoplasma, enzim-enzim dan prsteiktural.

Menurut Pelczar dan Chan (1988) cara kerja zatmékrbba dalam

melakukan efeknya terhadap mikroorganisme adaladgse berikut :



a. Merusak dinding sel
Pada umumnya bekteri memiliki suatu lapisan luaigykaku disebut dinding
sel. Dinding sel ini berfungsi untuk mempertahankantuk dan menahan sel,
dinding sel bakteri tersusun atas lapisan peptikiagl yang merupakan
polimer komplek yang terdiri atas rangkaian asarashtil glukosaminm dan
asam N-asetilmuramat yang tersusun secara bengake&beradaan lapisan
peptidoglikan ini menyebabkan dinding sel berskaku dan kuat sehingga
mampu menahan tekanan osmotik dalam sel yang I&tkuktur dinding sel
dapat dirusak dengan cara menghambat pembentukaataya dengan
mengubahnya setalah selesai dibentuk. Pada koasen&ndah, bahan
antimikroba yang ampuh akan menghambat pembentikedan glikosida
sehingga pembentukan dinding sel baru terganguanfshya dijelaskan
bahwa pada konsentrasi tinggai bahan antimikrolaa akenyebabkan ikatan
glikosida menjadi terganggu dan pembentukan dins@igerhenti.
b. Merubah protein dan asam nukleat

Kelangsungan hidup sel sangat tergantung pada oiateidekul protein dan
asam nukleat. Hal ini berati bahwa gangguan apamng terjadi pada
pembentukan atau fungsi zat-zat tersebut dapatakéragkan kerusakan total
pada sel (Pelezar dan Chan, 1988). Bahan antindkrghng dapat
mendenaturasi protein dan asam nukleat dapat nkerseslatanpa dapat

diperbaiki lebih lanjut.



c. Merubah permeabilitas sel
Sitoplasma dibatasi oleh selaput yang disebut ma@mbel yang mempunyai
permeabilitas selektif, membran ini tersusun atesfofipid dan protein.
Membran sitoplasma berfungsi mengatur keluar magukhahan-bahan
tertentu dalam sel. Proses pengangkutan zat-zaf hdoih diperlukan baik
kedalam maupun keluar sel kemungkinan karena didataembran sel
terdapat protein pembawa (carrier), di dalam membsdoplasma juga
terdapat enzim protein untuk mensintesis pepti#aglikomponen membran
luar. Apabila fungsi membran sel terganggu olemgdebahan antimikroba,
maka permeabilitas sel bakteri akan mengalami péram, sehingga akan
mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan sel ataatlkensel .

d. Menghambat kerja enzim
Di dalam sel terdapat enzim protein yang membamdangsungan proses-
proses metabolisme, banyak zat kimia telah diketalappat mengganggu
reaksi biokimia misalnya logam berat, golongan tagah perak, air raksa dan
senyawa logam berat lain, umumnya efektif sela@faan antimikroba pada
konsentrasi relatif rendah. Dengan dmikian kerjairaryang terhambat akan
menyebabkan proses metabolisme terganggu, seHitifiaa sel bakteri akan
terganggu, hal ini dapat menyebabkan sel bakteguradan akan mati.

e. Menghambat sintesi DNA, RNA, dan protein
DNA, RNA, dan protein memegang peranan pentingmlgleoses kehidupan
normal sel, beberapa bahan antimikroba dalam beaniibiotik dapat

menghambat sintesis protein. Apabila keberadaan DRINA dan protein



mengalami gangguan atau hambatan pada pembentukanfangsi zat
tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel sehimgge®s kehidupan sel

terganggu.

2.4.1 Faktor-Faktor yang M empengaruhi Kerja Zat Antimikroba
Faktor-faktor yang mempengaruhi kerja zat antinblaro harus
diperhatikan guna keefektifan penggunaan zat akitoha tersebut. Ada beberapa
faktor yang dapat mempengaruhi kerja zat antimigrabantaranya adalah: umur
bakteri, konsentrasi zat antimikroba, suhu, kandangahan antimikroba, dan
sebagainya.
Beberapa hal yang dapat mempengaruhi kerja zati&nbba menurut
Pelzar (1988) adalah sebagai berikut:
a. Konsentrasi atau intensitas zat antimikroba
Semakin tinggi konsentrasi suatu zat antimikrobenaden tinggi zat
antimikrobanya, artinya banyak bakteri akan terlbuiebih cepat bila
konsentrasi zat tersebut lebih tingi.
b. Jumlah organisme
Semakin banyak jumlah organisme yang ada makindkapula waktu
yang diperlukan untuk membunuhnya.
c. Suhu
Kenaikan suhu yang besar dapat menaikkan keefelgifatu desinfektan

atau bahan mikrobial lain. Hal ini disebabkan kareat kimia merusak



mikroorganisme melalui reaksi kimia. Dan reaksi ileirdipercepat dengan
meningkatkan suhu.

d. Spesies mikroorganisme
Spesies mikroorganisme menunjukkan ketahanan yasmpetda-beda
terhadap suatu bahan kimia tertentu.

e. Adanya bahan organik
Adanya bahan organik asing dapat menurunkan keffekzat kimia
antimikrobial dengan cara menginaktifkan bahan &itersebut. Adanya
bahan organik dalam campuran zat antimikrobial tiaygangakibatkan

1) Penggabungan zat antimikrobial dengan bahan orgaerkbentuk
produk yang tidak bersifat antimikrobial.

2) Penggabungan =zat antimikrobial dengan bahan organik
menghasilkan suatu endapan sehingga antimikrabalt thungkin
lagi mengikat mikroorganisme

3) Akumulasi bahan organik pada permukaan sel miknmoleajadi
suatu pelindung yang akan mengganggu kontak antata
antimikrobial dengan sel.

f. Keasaman atau kebasaan (pH)
Mikroorganisme yang hidup pada pH asam akan lehildah dibasmi
pada suhu dalam waktu yang singkat bila dibandadampH basa.
Kenaikan suhu dapat meningkatkan keefektifan swls$infektan atau bahan
antimikroba. Hal ini disebabkan dengan meningkatrsizhu akan dapat

mempercepat laju reaksi kimia, sehingga akan semedpat pula zat tersebut



untuk merusak mikroba. Sedangkan adanya kanduraj@nlorganik akan dapat
menghambat atau menurunkan keefektifan zat antiigryang mengakibatkan
kemampuan bahan antimikroba menjadi lemah. Disagniin pH dan spesies

mikroba juga berpengaruh terhadap keefektifan k&jantimikroba.

2.4.2 Pengujian Aktivitas Bahan Antimikroba
Dart (1996) dalam Zainurahman (2005), menjelaskahwa pengujian
aktivitas antibakteri adalah teknik untuk menguk@rapa besar potensi atau
konsentrasi suatu senyawa dapat memberikan efek takyoorganisme.
Berdasarkan sifat toksisitas selektif, ada antitdrakyang bersifat menghambat
pertumbuhan bakteri, dikenal sebagai aktifitas drabstatik, dan ada yang
bersifat membunuh bakteri, dikenal sebagai aksifitakteriosidal.
Menurut Tortoraet al ., (2001) dalam Utami (2008), pengujian aktivitas
bahan antimikroba secairavitro dapat dilakukan melalui dua cara yaitu:
1. Metode Dilusi
Cara ini digunakan untuk menentukan KHM (kadar baminimum)
dan KBM (kadar bunuh minimum) dari bahan aritnoiba. Prinsip dari
metode dilusi adalah menggunakan satu seri tabealsr yang diisi
medium cair dan sejumlah tertentu sel mikroba ydig. Selanjutnya
masing-masing tabung diisi dengan bahan antimikrglamg telah
diencerkan secara serial. Kemudian seri tabungudiiasi pada suhu 3T
selama 18-24 jam dan diamati terjadinya kekerulmrséntrasi terendah

bahan antimikroba pada tabung yang ditunjukkan aengasil biakan



yang mulai tampak jernih (tidak ada pertumbuhan tdrakadalah
merupakan konsentrasi hambat minimum). Biakans#ariua tabung yang
jernih ditumbuhkan pada medium agar padat, diinkubalama 24 jam,
dan diamati ada tidaknya koloni bakteri yang tumbifonsentrasi
terendah obat pada biakan pada medium padat yamgjukan dengan
tidak adanya pertumbuhan bakteri adalah merupakasektrasi bunuh
minimum bahan antimikroba terhadap bakteri uiji.

2. Metode Difusi Cakram (Uji Kirby-Bauer)
Prinsip dari metode difusi cakram adalah menempat&tas cakram
yang sudah mengandung bahan antimikoba tertentmpadium lempeng
padat yang telah dicampur dengan mikroba yang dkgn Medium ini
kemudian diinkubasi pada suhu 3C selama 18-24 jam. Selanjutnya
diamati adanya area (zona) jernih disekitar kecilgam. Daerah jernih
yang tampak di sekeliling kertas cakram menunjukitalak adanya
pertumbuhan mikroba. Bakteri yang sensitif terhadapan antimikroba
akan ditandai dengan adanya daerah hambatan diarsesakram,
sedangkan bakteri yang resisten terlihat tetap @inmpada tepi kertas

cakram.

2.5 Fungi Endofit
Fungi endofit adalah fungi yang terdapat di dalaistem jaringan
tumbuhan, seperti daun, bunga, ranting ataupun &kabuhan. Fungi ini

menginfeksi tumbuhan sehat pada jaringan terteatu dampu menghasilkan



mikotoksin, enzim serta antibiotika (Carrol, 1988lay, 1988) dalam (Worang,
2003).

Keberadaan jamur endofit sebenarnya sudah dijelagam Al- Qur’an.
Allah SWT berfirman dalam Q.S. Ar —Ruum ayat 19.
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Artinya : “ Dia mengeluarkan yang hidup dari yang mati danngeluarkan yang
mati dari yang hidup dan menghidupkan bumi sesudatinya. Dan
seperti itulah kamu akan dikeluarkan (dari kubur) ”

Penggunaan bentuk mudhari’/present tense pada kata
yukhrij/mengeluarkanyang mendampingi katal-hayy/yang hidupdan al-
mayyit'yang mati mengisyaratkan bahwa proses kehidupan dan kemdtia
berjalan secara terus menerus, tidak berhenti oii lWan di angkasa. Bahkan
proses kehidupan dan kematian bukan saja terlddd fumbuh-tumbuhan , tetapi
juga antar sesama manusia, bahkan pada diri seoramgsia. Di sini Yang Maha
Kuasa itu memperingatkan kita, agar menyadari bati@maikianlah kehidupan
dan kematian, dan demikian itu pula kelak kita aldibangkitkan setelah
kematian (Shihab, 2002).

Penjelasan ayat 19 di atas juga menjelasakan lddseranikroba endofit
yang beragam jenisnya. Mikroba endofit terdiri abekteri, fungi/jamur, dan
aktinomisetes, nhamun yang paling banyak ditemukfatah golongan fungi dan
aktinomisetes. Mikroba endofit ini mendapat pedmatibesar karena dapat

menghasilkan senyawa bioaktif yang dapat berpoteseddagai antibiotik



disebabkan karena aktivitasnya yang besar dalambuonemh mikroba-mikroba
patogen. Disamping mampu menghasilkan senyawa-s@nyantimikroba,
mikroba endofit juga mampu menghasilkan senyawgesea yang berpotensi
sebagai antikanker, antimalaria, anti HIV, antidesi dan sebagainya
(Prihatiningtias, 2006).

Manfaat jamur ternyata telah lama dikenal pada nRa&sulullah saw.
Nabi Muhammad saw. bersabda yang artingeridawan termasuk anugerah,
dan airnya dapat menyembuhkan (sakit) maf&lR. Imam Bukhari). Pernyataan
Rasulullah saw. bahwa cendawan adalah anugeralpat@n ungkapan ekspresif
bahwa cendawan tumbuh dengan karunia dan anugaraAlthh SWT. Karena
cendawan tidak ditanam maupun dibudidayakan, ag&pitia (tumbuh dengan
sendirinya) dengan karunia dari Allah. Selain itendawan juga tidak butuh
bahan makanan benih atau pengairan. Cendawaniflakamembutuhkan usaha
dan pemeliharaan manusia kecuali hanya ketika nmepgilkannya. Dari sinilah
ia kemudian dianggap sebagai anugerah (An-Naji6R

Mikroba endofit yang diisolasi dari tumbuhan obledrm memiliki aktivitas
yang lebih besar, bahkan dapat memiliki aktivitasg/lebih besar dibandingkan
aktivitas tumbuhan inangnya. Dilihat dari segi iefisi, hal ini sangat
menguntungkan, karena siklus hidup mikroba endefith singkat dibandingkan
siklus hidup tumbuhan inangnya, sehingga dapat hengt waktu yang
dibutuhkan untuk mendapatkan senyawa tersebut, ju@atah senyawa yang
diproduksi dapat dibuat dalam skala yang besar atemgenggunakan proses

fermentasi. Disamping hal-hal yang sudah disebutkaas, ada keuntungan lain



yang diperoleh, yaitu menjaga kelestarian tumbubarbuhan obat, terutama
yang termasuk jenis tumbuhan langka, agar tidaksgieitasi secara terus
menerus yang akhirnya akan mengakibatkan kepur(@&mdmatiningtias, 2006).
Adanya isolasi jamur endofit ternyata memberikamnkengan besar, yaitu
dapat terjaganya kelestarian tumbuhan obat. Usaikaltut merupakan kewajiban
bagi manusia untuk menjaga dan melestarikan maldifitgan Allah SWT. Allah

SWT berfirman dalam QS. Al-A’raaf ayat 56.
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Artinya: “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka buwsasudah
(Allah) memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nyagdenrasa takut
(Tidak akan diterima) dan harapan (akan dikabulkaBgsungguhnya
rahmat Allah amat dekat kepada orang-orang yandbat baik”. (QS.
Al-A’raaf: 56)

Ayat di atas menginstruksikan kepada manusia uridék berbuat
kerusakan di  bumi wala tufsidd fi al-ardh ba'da ishlahiha
Artinya, rusak tidaknya alam atau bumi ini sangaglantung pada manusia. Dan,
menurut Al-Qur'an, hanya mereka yang berpredikak Baubsin) yang mampu
menjaga kelestarian alam ini secara baik. Dalamtekorbiologi, usaha
melestarikan alam atau bumi dikenal dengan rehipiatesu bisa disebut dengan
ihsan

Menurut Shihab (2002), maksud dari kaeSungguhnya rahmat Allah

amat dekat kepada orang-orang yang berbuat ba#idalah bahwa dengan

ketagwaan kepada Allah yang dalam hal ini kita gab&halifah di bumi harus



melestarikan makhluk ciptaan Allah di bumi, sepettlam bentuk reboisasi
(ihsan). Karena merusak setelah diperbaiki, jabinlburuk daripada merusaknya
sebelum diperbaiki, atau pada saat dia buruk. Karn ayat ini secara tegas
menggaris bawabhi larangan tersebut, walaupun tgataremperparah kerusakan
atau merusak yang baik juga amat tercela.

Ditinjau dari sisi taksonomi dan ekologi, fungi imerupakan organisme
yang sangat heterogen. Petrimt al. (1992) dalam Worang, (2003)
menggolongkan fungi endofit dalam kelompok Ascontyeo dan
Deuteromycotina. Keragaman pada jasad ini cukuparbeseperti pada
Loculoascomycetes, Discomycetes, dan Pyrenomycé&tesbell et al. (1996)
dalam (Worang, 2003), mengemukakan bahwa fungi féndeeliputi genus
Pestalotia, Pestalotiopsis, Monochaetikan lain-lain.

Sedangkan Clay (1988&lalam (Worang, 2003) melaporkan, bahwa fungi
endofit dimasukkan dalam famiBalansiae yang terdiri dari 5 genus vyaitu
Atkinsonella, Balansiae, Balansiopsis, Epichldan Myriogenospora Genus
Balansiae umumnya dapat menginfeksi tumbuhan tahunan daophgkcara
simbiosis mutualistik dengan tumbuhan inangnya.aBalimbiosis ini, fungi
dapat membantu proses penyerapan unsur hara yaaltian oleh tumbuhan
untuk proses fotosintesis serta melindungi tumbulieng dari serangan
penyakit, dan hasil dari fotosintesis dapat digamakoleh fungi untuk
mempertahankan kelangsungan hidupnya. (Bacon, 19®dtrini et al, 1992;

Rao, 1994) dalam (Worang, 2003).



Asosiasi fungi endofit dengan tumbuhiaangnya, oleh Carrol (1988)
dalam (Worang, 2003) digolongkan dalam dua kelompgktu mutualisme
konstitutif dan induktif. Mutualisme konstitutif meyakan asosiasi yang erat
antara fungi dengan tumbuhan terutama rumput-ruampuPada kelompok ini
fungi endofit menginfeksi ovula (benih) inang, damyebarannya melalui benih
serta organ penyerbukan inang. Mutualisme ind@ddlah asosiasi antara fungi
dengan tumbuhan inang, yang penyebarannya tegadia bebas melalui air dan
udara. Jenis ini hanya menginfeksi bagian vegeitaig dan seringkali berada

dalam keadaan metabolisme inaktif pada periode gakgp lama.

2.6 Vibrio cholerae
Sifat bakteri bentuk vibrio, Gram negatif, dapatgegak dengan 1 (satu)
flagel kutub, aerob, tidak mampu berbentuk sponatjfiig, 2003). Klasifikasi

bakteriV. choleraemenurut Anonymous (2008), adalah sebagai berikut:

Filum : Proteobakteria

Kelas : Gamma Proteobakteria
Ordo : Vibrionales

Familia : Vibrionaceae

Genus : Vibrio

Spesies : Vibrio cholerae

Menurut Entjang (2003)V. choleraetumbuh dengan baik pada agar
tiosulfat-sitrat-empedu-sukrosa. Selain itu, baktérmempunyai ciri-ciri sebagai
berikut:

a. pH optimum 7,8 — 8,2 (alkalis)



b. Bakteri ini cepat mati karena asam

perbenihan khusus untuk bakteri ini adalah perlzenibieudonneyang

mempunyai pH 8,5 — 9,5

perbenihan ini merupakan perbenihan selektif unfukcholera karena

dengan pH yang sangat tinggi ini bakteri lain akaati sedangkary.

choleraetidak
c. Pada agar darah bersifat haemodigesti
d. Mengeluarkan exotoxin (entereotoxin)
e. Pada perbenihan padat, koloninya bening sepertuemb

Pada perbenihan cair, bakterinya akan lari ke pleaau yang
menimbulkan selaput pada permukaan perbenihan if@nirs khas untukV.
cholerae Bakteri ini mudah sekali mati di luar tubuh maauskarena asam,
desinfektans maupun sinar matah#ti.choleraedapat hidup dalam air selama 3
(tiga) minggu (Entjang, 2003).

V. cholerae adalah agen kolera yang terekenal keganasannya, da
merupakan salah satu penyakit pencernaan yanggpalmusak. Organisme ini
mengeluarkan toksin yang menyebabkan diare yarghp@oO - 15 liter/hari) dan
kehilangan garam. Sebagaimana penyakit usosyk kolera timbul karena
menelan makanan, atau lebih sering lagi, air miryamg dicemari organisme

tersebut (Kimball, 1999).



2.7 Staphylococcus aureus

S. aureusherasal dari kat&Staphele"yang berarti kumpulan dari anggur
dan katd'aureus"dalam bahasa latin yang berarti emas. Nama tetrsidierikan
berdasarkan bentuk dari sel-sel bakteri tersekat dilihat dibawah mikroskop
dan warna keemasan yang terbentuk jika bakterebetsditumbuhkan pada
permukaan suatu agar (Supardi dan Sukamto, 1999).

Bakteri S. aureusmenurut Anonymous (2007) dalam Haniah (2008),
termasuk dalam bakteri gram positif yang memilikiding sel yang terdiri atas
lapisan peptidoglikan yang tebal dan asam teichsedangkan Kklasifikasinya

adalah sebagai berikut:

Filum . Firmicutes

Kelas : Cocci

Ordo : Bacillales

Familia : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies Staphylococcus aureus

Bakteri gram positif menurut Pelczar dan Chan ()J9&&mpunyai
struktur dinding sel yang tebal yaitu 15-80 nm deemlapis tunggal (mono),
sedangkan kandungan lipidnya rendah yaitu 1-4%ishappeptidoglikan pada
bakteri gram positif ada sebagai lapisan tunggagde jumlah lebih dari 50%

berat kering.



Bakteri S. aureuspada umumnya membentuk pigmen kuning keemasan,
memproduksi koagulase dan dapat memfermentasikakogd dan mannitol
dengan memproduksi asam dalam keadaan anaerobiterBani bersifat
anaerobik sangat lambat. Sel dari bakteri ini bedde bulat (kokus) berukuran
diameter 0,5-1,5 um, tidak membentuk spora, kagmsitif dan biasanya sel-
selnya terdapat dalam kelompok seperti buah anddamn tetapi, juga mungkin
terdapat secara terpisah (tunggal), membentuk pasastau dalam jumlah 4 sel
(tetrad).S. aureusakan tahan terhadap lisis yang disebabkan oleimdggozim
dan memproduksi enzim fosfatase dan deoksiriboaskléSupardi dan Sukamto,
1999).

Suhu optimum untuk pertumbuh#&h aureusadalah 35-37C, dengan
suhu minimum 6,7C dan suhun maksimum 48&. Bakteri ini dapat tumbuh
pada pH 4,0-9,8 dengan pH optimum sekitar 7,0-8,5aureushidup sebagai
saprofit di dalam saluran-saluran pengeluaran feddri tubuh manusia dan
hewan seperti hidung, mulut dan tenggorokan damatddigeluarkan pada waktu
batuk atau bersin. Bakteri ini juga sering terdggeda pori-pori dan permukaan

kulit, kelenjar keringat dan saluran usus (Supdadi Sukamto, 1999).



BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikiabgi Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam éXiegUIN) Malang yang

dimulai pada bulan Juni sampai Agustus 2008.

3.2. Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi. éfiigan eksplorasi
dilakukan dengan cara mengisolasi jamur endofit lbigrpinang (A. catechu..)
yang diperoleh dari dua tempat yaitu Kelurahan Ram&ecamatan Kadur
(dataran tinggi) dan Kelurahan Polagan Kecamatatis Gdataran rendah),
Kabupaten Pamekasan, yang mempunyai potensi sepagahasil senyawa
antibakteri terhadap baktévi. choleraedan bakterS. aureugpenyebab penyakit

diare.

3.3. Alat dan Bahan Penelitian
331 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini atidlaminar Air Flow
Cabinet autoklaf, cawan petri, jarum ose, bunsen, konfiptitk, pengaduk kaca,
spektrometer, pinset, kertas saring, incubatomnadium foil, mikroskop, cover

glass, gelas obyek, gelas ukur, tabung reaksi)] bwedia, erlenmeyer, penggaris,



shaker incubator, sentrifugasi, timbangan analitddet dan buku kunci
identifikasi Barnett (1960).
3.3.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ialabdmedia PDASV
(Potato Dextro Agar Streptomycin Vancomycimedia PDB Potato Dextrose
Broth), media NA Nutrien Aga), larutan NaOCI 1%, biji buah pinang, aquades
steril, spirtus, kapas, biakan bakt&fi choleraedan S. aureus alkohol 70 %,

kertas cakram dan tissue.

3.4. Prosedur Penelitian
3.4.1. Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dengan cara membunghkatsalat dengan
aluminium foil, kemudian memasukkannya ke dalanoklaf pada suhu 129C

dengan tekanan 15 pgigr square inchiselama 15 menit.

3.4.2. Pembuatan Media
a. Media PDASV, cara pembuatannya sebagai berikut
1. Menyiapkan bahan yang terdiri dari kentang 200 grdextro 20 gram,
agar-agar 20 gram, streptomycin 100 ml, vancom$6imml dan aquades
steril 1000 ml.
2. Memasukkan semua bahan tersebut ke dalam labureyem kemudian

dipanaskan dan diaduk sampai homogen.



3.

Kemudian memasukkanya ke dalam autoklaf selama dtitpada suhu
121°C dengan tekanan 15 psi.

Setelah itu menuangkan larutan PDASV tersebut Kendaawan petri
dengan ketebalan media £ 5 ml dan ke dalam tateaigsr masing-masing
sebanyak 4 ml (untuk media miring) dan menutupngagdn kapas,
kemudian didiamkan sampai membeku.

Membiarkan media tersebut selama 24 jam pada samark sebelum

digunakan.

b. Media PDB (Potato Dextrose Broth), cara pendiuata sebagai berikut:

1.

Menyiapkan bahan yang terdiri dari kentang 200 grdextro 20 gram
dan aquades steril 21000 ml.

Memasukkan semua bahan tersebut ke dalam laburexyem kemudian
dipanaskan dan diaduk sampai homogen.

Kemudian memasukkanya ke dalam autoklaf selama dtitpada suhu
121°C dengan tekanan 15 psi.

Menuangkan larutan PDB tersebut ke dalam taburgreaasing-masing
sebanyak 4 ml dan menutupnya dengan kapas.

Membiarkan media tersebut selama 24 jam pada samark sebelum

digunakan.

c. Media NA (Nutrien Agar), cara pembuatannyaageberikut:

1.

Menyiapkan bahan yang terdiri dari beef ekstrak&@my bacto pepton 5

gram, agar padat 15 gram dan aquades 1000 ml.



2. Memasukkan semua bahan tersebut ke dalam laburerjem kemudian
dipanaskan dan diaduk sampai homogen.

3. Media miring dan media lempeng disterilkan dalanoklaf selama 15
menit pada suhu 12C dengan tekanan 15 psi.

4. Menuangkan larutan NA tersebut ke dalam cawan detrgan ketebalan
media + 5 ml, kemudian didiamkan sampai membeku.

5. Membiarkan media tersebut selama 24 jam pada samaik sebelum

digunakan.

3.4.3. Isolasi Jamur Endofit Dari Biji Pinang

Menurut Indriana (2005) dalam Haniah (2008), jaewnaofit diisolasi dari
biji pinang sehat yang diambil dari biji pinand. (catechuL.) yang tua dan tidak
kering yang tumbuh pada dataan tinggi dan dataezadah. Bagian biji pinang
dipotong dan diiris tipis sepanjang + 1 cm laluudicdengan air mengalir selama
5 menit. Setelah pencucian, dilakukan sterilisasermukaan dengan
memasukkannya ke dalam larutan alkohol 70 % sel2mreenit, dilanjutkan ke
dalam larutan NaOCI 1 % selama 2 menit kemudiaeraigkan dengan tissue
steril. Setelah itu dibilas dengan aquadest stetil menit diulang dua kali, lalu
ditempelkan di atas cawan petri yang berisi medA®V (kontrol steril).
Kemudian irisan biji pinang dibelah menjadi dua dikeringkan di atas kertas
tissue steril dan ditanam pada cawan petri yangibeedia PDASV. Pengamatan
dilakukan setiap hari sampai tampak jamur yang timKemudian jamur endofit

tersebut diisolasi dan dimurnikan pada media PDA@GX. Jamur endofit yang



digunakan untuk penelitian adalah jamur yang tumpatia belahan biji bagian

dalam.

3.4.4. Pemurnian Jamur Endofit

Medium yang digunakan untuk pemurnian jamur endgditu medium
PDASV. Jamur endofit yang tumbuh pada medium PDA@Wurnikan masing-
masing pada medium plat dan media miring PDASV. #dian diinkubasi
selama 24 - 48 jam pada suhu %5 setelah inkubasi dilakukan pengamatan
terhadap bentuk dan warna koloni pada medium PDASatiap koloni yang

berbeda bentuk maupun warnanya disubkultur laga pagdium PDASV baru.

3.4.5. ldentifikasi Isolat Jamur Endofit

Jamur endofit yang telah diinkubasi selama 24 ja#8 pada suhu 2%
tadi diidentifikasi berdasarkan ciri-ciri makrosk®plan mikroskopis. Pengamatan
ciri-ciri makroskopis dengan cara langsung melibahtuk dan warna koloni
jamur endofit. Sedangkan ciri-ciri mikroskopis dangcara mengamatinya di
bawah mikroskop.

Adapun cara mengidentifikasi jamur adalah seblgakut:
1. Media PDA diambil dari cawan petri dengan jarum. ose
2. Potongan media tersebut diletakkan di atas obyadsgl
3. Jamur dari biakan murni diambil dengan jarum ose.

4. Inokulum jamur diletakkan di atas potongan medi@dapabyek glass.



5. Obyek glass ditutup dengan cover glass kemudiagkalit secara perlahan-
lahan.

6. Preparat tersebut diletakkan di atas tissue basaly yliletakkan di atas
nampan plastik dan diinkubasikan selama 3-4 hari.

7. Morfologi jamur (bentuk dan ukuran hifa, konidiggosa) yang terbentuk
diamati dengan menggunakan mikroskop binokuler a@emgrbesaran 400x.

8. Jamur yang didapat diidentifikasi dengan cara meokkan dengan buku

kunci identifikasi jamur menurut Barnett (1960).

3.4.6. Seleks Jamur Endofit Penghasil Metabolit Antibakteri
a. Produktifitas Metabolit Antibakteri

Produksi metabolit antibakteri oleh jamur endoflakukan dengan cara
menumbuhkannya di dalam medium PDB. Koloni jamudoéih yang telah
diinkubasi pada medium PDA selama 24 jam pada f4fC, diambil satu
sengkelit dengan menggunakan jarum ose dan ditukabupada medium PDB
dalam tabung reaksi pada suhu®@5selama 7 hari sampai tampak jamur yang
tumbuh. Setelah itu, jamur yang telah tumbuh paalaurig reaksi tersebut
digoyang-goyang dengan menggunakan shaker incubaforpm selama 72 jam.
Setelah selesai, masing-masing medium disentrifudgEsgan kecepatan 2000 g
(3800 rpm) pada suhu 4C selama 20 menit. Supernatan diambil dengan
konsentrasi tertentu dengan menggunakan alat spester, kemudian
dipergunakan dalam pengujian aktivitas antibakientiadap baktery/. cholerae

danS. aureus



b. Uji Antibakteri Terhadap V. cholerae dan S. aureus

Medium yang digunakan untuk uji aktivitas antiteakiaitu medium NA.
Uji aktivitas antibakteri metabolit jamur endoférbadap bakteW. choleraedan
S. aureuglilakukan dengan metode uji Kirby-Bauer menggunaéentas cakram.
Kertas cakram dibuat dari kertas saring Whatmargaercara mengguntingnya
dengan alat pembolong kertas sehingga didapatkataskecakram dengan
diameter 6 mm.

Secara aseptik, kertas cakram yang sudah distergkrendam di dalam
supernatan kultur jamur endofit selama 30 menittdéecakram diambil dengan
menggunakan pinset steril dan diletakkan di atagiume uji aktivitas antibakteri
(medium plat NA). Kemudian diinkubasi selama 184-j@n pada suhu 37C.
Setelah masa inkubasi selesai, dilakukan pengantethadap zona jernih yang
terbentuk dan diukur diameternya. Sampel yang meggu potensi

menghasilkan zat antibakteri ditunjukkan dengamgaaona jernih.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 | solasi Jamur Endofit dari Biji Pinang (A. catechu L.)

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukzemeliti menemukan
beberapa jamur endofit yang tumbuh pada biji pinéhgcatechulL.) dengan
lokasi dataran tinggi dan dataran rendah yang ditinkan pada medium
PDASV, sebagaimana tercantum pada gambar 4.1 danKélompok jamur
endofit tersebut tumbuh dengan baik pada potongjarpibang bagian dalam.
Carrol dan Clay (1988Jalam (Worang, 2003), menyatakan bahwa fungi endofit
adalah fungi yang terdapat di dalam sistem jaringanbuhan, seperti daun,
bunga, ranting ataupun akar tumbuhan. Fungi inngimgéeksi tumbuhan sehat
pada jaringan tertentu dan mampu menghasilkan okkot, enzim serta
antibiotika.

Setelah dilakukan proses pemurnian berdasarkanap®tgn ciri-ciri
makroskopis, ternyata dihasilkan 4 macam isolaujaemdofit yang tumbuh pada
potongan biji pinang dataran tinggi. Sedangkan gedangan biji pinang dataran
rendah didapatkan 3 jenis isolat jamur endofit. dfgbok jamur endofit yang
telah dilakukan proses pemurnian merupakan kelongmét jamur endofit yang
mempunyai warna dan bentuk yang berbeda-beda.

Selanjutnya dari tujuh macam isolat jamur endoilekdikan identifikasi
berdasarkan ciri-ciri makroskopis dan mikroskopiampai tingkat famili

berdasarkan buku kunci identifikasi Barnett (1960).



Tabel 4.1 Hasil Isolasi Jamur Endofit dari BijhBin¢

Daerah Jenis Jumlah Jamur Kode
Sampel Biji Pinang yang Tumbuh | solat
DT1

Lokasi Dataran Biji Pinang dengan 4 DT2
Tinggi Dataran Tinggi DT3
DT4

Biji Pinang dengan DR1

Lokasi Dataran Dataran Rendah 3 DR2
Rendah DR3

Keterangan: DT = Dataran Tin(
DR = Dataran Rend.

Morfologi jamur endofit dari biji pinang dataramdigi dan dataran rend.
dapat dilihat pada gambar di bawah

Gambar 4.1 Jamur endofit yang tumbuh dari potorugjapinangpada media
PDASV (Ket: A. Jamur endofit dari biji pinang datarangt (PDT),
B. Jamur endofit dari biji pinang dataran rendadR))

4.1.1 Isolat Jamur Endofit dari Biji Pinang Dataran Tinggi (DT)
1. Isolat DT1

a. Ciri Makroskopis
- Tumbuh cepat, dalam waktu 2 hari pertumbuhan ke
mencapai diameter 2 cm pada cawan
- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna bintik puddn
menjadi wara putih dengan bintik putih kehijauan dal

waktu 4 har



- Koloni seperti beludru, renggang, tebal pada batgagah, dal
tipis pada bagian te|
- Permukaan bawah tampak warna putih keruh yang tdi:
warna bintik kuning
b. Ciri Mikroskopis
- Konidia bentuk dindris, hyalin dan 1 sel
- Konidia terbentuk dari hasil segmentasi

- Hifa septat dan bercabe

Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasdmidan petunjut
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis aaikroskopis, maka isolat DT
dapat digolagkan ke dalam Famili Moniliaceae geiGeotrichumsp.

il s Perbesar an 400X |

Gambar 4.2. Isolap DT1 ‘ a
A. Koloni Isolat DT1, B. Foto Mikroskopis Isolat D
(Keterangan: a. Konidia, b. Hifa)
2. lsolat DT2
a. Ciri Makroskopis

- Tumbth lama, dalam waktu 5 hari pertumbuhan ni

mencapai diameter 1,5 cm pada cawan |



- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna kuning tledalitit-
putihan dengan bagian tengah disertai warni-abu kebiruat
dan menjadi warna putih kez-abuan dalam waktu 7 he

- Koloni seperti beludru, renggarkasar.

- Permukaan bawah berwarna kuning ce

b. Ciri Mikroskopis
- Konidia gelag hyalin, 1 sel, bentuk bulat
- Konidiofor panjang dan sept
Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasatkaku petunjul
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis daikroskopis, makasolat DT2

dapat digolonigan ke dalam Famili Moniliaceae yaitu gelPenicilliurr sp.

Perbesar an 400X

Gambar 4.3. Isolat DT2
A. Koloni Isolat DT2, B. Foto Mikroskopis Isolat DT2
(Keterangan: a. Konidia, b. Konidioft
3. Isolat DT3
a. Ciri Makroskopis

- Tumbuh cepat, dalam waktu 2 hari pertumbuhan k¢

mencapai diameter 3,5 cm pada cawan |



- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna coklat ddant
waktu 4 hari menjadi warna coklat keputihan denbagian
atas dipenuhi sepertibaran titiktitik berwarna putih surar

- Koloni seperti beludru halus dan renggang dengan tigak
beraturar

- Permukaan bawah tampak warna coklat tua ¢

b. Ciri Mikroskopis

- Konidia bentuk silindris atau elips, 1 sel, hyalan tumbul
dari ujung konidioor

- Konidiofor pendek, ramping dan bergelomkb

- Hifa septat, hyali

Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasaitkaku petunjut
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis daikroskopis, makasolat DT3

dapat digolongkan ke dalam Famili Monileae yaitu genu€ylindrocephalun

sp.

Perbesaran 400X

Gambar 4.4. Isolat DT3
A. Koloni Isolat DT3, B. Foto Mikroskopis Isolat DT3
(Keterangan: a. Konidia, b.Konidiofor, c. Hi



4. |solat DT4

a. Ciri Makroskopis

Tumbuh cepat, dalam waktu 3 hari pertwhan Kkoloni
mencapai diameter 2,5 cm pada cawan |
- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna putih k-abuan
dan dalam waktu 4 hari menjadi warna hit
- Koloni seperti beludru rapat dan tidak berbenamggang
- Permukaan bawah tampak warna kuning kuan denga
bagian tengah warna kuning tere
b. Ciri Mikroskopis
- Konidia 1 sel dan membentuk percabangan yang sajpeirti
ranta
Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasaitikaku petunjul
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis daikroskoyis, maka solat DT4

dapat digolongkan ke dalam Famili Moniliac yaitu genugdormisciun sp.

Gambar 4.5. Isolat DT4
A. Koloni Isolat DT4, B. Foto Mikroskopis Isolat D
(Keterangan: a. Konidia)



4.1.2 Isolat Jamur Endofit dari Biji Pinang Dataran Rendah (DR)
1. Isolat DR1
a. Ciri Makroskopis

Tumbuh cepat, dalam waktu 2 hari pertumbuhan Kkoloni

mencapai diameter 3 cm pada cawan petri.

- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna putih meagkian
renggang, dalam waktu 4 hari menjadi warna merallamu
terang.

- Koloni seperti beludru halus dan renggang dengan tidak
beraturan dan pada bagian tepi terdapat rambuttrianatius.

- Permukaan bawah tampak warna merah muda dengaanbagi

tengah berwarna merah tua, pada bagian tepi (raraniut

halus) berwarna merah muda keunguan.

b. Ciri Mikroskopis

Konidia gelap, bentuk bulat dan muncul dari steagphialid

Konidiofor panjang dan terdapat vesikel

Sterigma/phialid seperti botol dan terdii dari Igtid/sterigma
Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasatiaku petunjuk
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis daikroskopis, maka isolat DR1

dapat digolongkan ke dalam Famili Moniliaceae yg#nusPenicilliumsp.



Perbesar an 400X

Gambar 4.6. Isolat DR1
A. Koloni Isolat DR1, B. Foto Mikroskog Isolat DR1
(Keterangan: a. Konidia, b. SterigmaKonidiofor, d. Metulli)
2. Isolat DR2
a. Ciri Makroskopis
- Tumbuh cepat, dalam waktu 2 hari pertumbuhan k¢
mencapai diameter 2 cm pada cawan |
- Padaawal pertumbuhan koloni berwarna putih dengan In
tengah berwarna biru kehijauan dan dalam waktu #
menjadi warna biru tua disertai warna putih merigeli
bagian tengah kolon
- Koloni seperti beludru dan renggang, dengan batgpntidak
beraturar
- Permukaan bawah tampak kuning pucat diserterna abu-
abu.
b. Ciri Mikroskopis
- Konidia gelap, bentuk bulat, terdapat di ujunggeeombol

dan menempel pada konidio



- Konidiofor pendek, septat, hyalin dan bentuk silis
Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasaikaku petunjul

klasifikasi jamu dan analisis ciri makroskopis dan mikroskopiskanesolat DRZ

dapat digolongkan ke dalam Famili Moniliaceae ygignusAspergillussp.

Per besar an 400X

Gamba'4.. :"
A. Koloni Isolat DR2, B. Foto Mikroskopis Isolat D
(Keterangan: a. Konidia, b.onidiofor)
3. Isolat DR3
c. Ciri Makroskopis
- Tumbuh cepat, dalam waktu 2 hari pertumbuhan k¢
mencapai diameter 5 cm pada cawan |
- Pada awal pertumbuhan koloni berwarna putih terdag
dalam waktu 4 hari menjadi warna hijau tua gelagerdai
warna puth pada bagian tepi.
- Koloni seperti beludru, tebal, tidak beraturan dgmat.
- Permukaan bawah tampak warna kuning kecok
d. Ciri Mikroskopis
- Konidia gelap, bentuk bulat dan muncul dari steagphialid

- Konidiofor pendek, terdapat vesikel, pola perngan banya



- Hifa septat, hyali
Setelah dilakukan analisis perbandingan berdasaikaku petunjul
klasifikasi jamur dan analisis ciri makroskopis daikroskopis, makasolat DR3

dapat digolonigan ke dalam Famili Moniliaceae yaitu gelAspergillu: sp.

Per besar an 400X

e ——

Gambar 4.8. Isolat DR3
A. Koloni Isolat DR3, B. Foto Mikroskopis Isolat DF(perbesaran 400
(Keterangan: a. Konidia, b. Konidiofi

Berikut merupakan hasil identifikasi jamur endofiari biji pinang
berdasarkan ciri makroskopis dan mikrosk serta buku kunci identifika:

Barnett (1960).

Tabel 4.2 Hasil Identifikasi Jamur Endofit dariiBijinang A. catechil.)

JenisBiji Pinang | Kodelsolat Famili Genus

DT1 Moniliaceae Geotrichumsp.

Biji Pinang DT2 Moniliaceae Penicilliun sp.
Dataran Tinggi DT3 Moniliaceae | Cylindrocephalunsp

DT4 Moniliaceae Hormisciumsp.

Biji Pinang DR1 Moniliaceat Penicilliumsp

Dataran Rendah DR2 Moniliaceat Aspergillussp

DR3 Moniliaceae Aspergillussp.

Keterangan: DT = Dataran Tin(
DR = Dataran Rendi

Berdasarkan hasil identifikasi di atas, ternyatajkd jamur endofit dai
biji pinang dataran tinggi dan dataran rendah ddpgilongkan ke dalam fam

Moniliaceae yaitu kelas Ascomycetes. Pernyataans@suai dengan penda|



Petrini et al., (1992) dalam Worang (2003) yang menggolongkan jamur endofit
dalam kelomok Ascomycetes.

Di mana ciri umum dari kelas Ascomycetes adalatuhuterdiri dari
benang-benang yang bersekat-sekat, spora dibentd&lain askus, spora yang
dibentuk disebut askospora (reproduksi generatif@produksi vegetatif
menggunakan konidiospora/konidia dan fragmentaisii ygercabangan miselium
yang terputus tumbuh menjadi miselium yang baruw@m 1984). Wiley dan
Sons (1982) dalam bukunya menambahkan bahwa kestkte kelas
Ascomycetes pada umumnya mempunyai miselium sdpgatifat patogen pada
tanaman, seperti pada buah dan biji.

4.2 Uji Aktivitas Metabolit Jamur Endofit dari Biji Pinang (A. catechu L.)
terhadap Bakteri V. cholerae dan S. aureus

Pengujian aktivitas metabolit jamur endofit daiji Ipinang dilakukan
dengan cara mengukur diameter zona hambat/jernddartd mm) dengan
menggunakan jangka sorong. Pengamatan dilakukatalsdbakterivV. cholerae
danS. aureusliinkubasi selama 24 jam pada suhil’@7Daya hamabat metabolit
jamur endofit dari biji pinang terhadap baktgti choleraedan S. aureusdapat
dilihat dari nilai rata-rata diameter zona hambéitai rata-rata diameter zona
hambat dari uji aktivitas metabolit jamur endofitridbiji pinang terhadap bakteri

V. choleraadanS. aureuslapat diterangkan dalam tabel 4.3 dan 4.4 benikut i



Tabel 4.3 Rata-rata diameter zona hamabat/jermitufaktivitas metabolit
jamur endofit terhadap baktafi cholerag(dalam mm)

Kode Rata-Rata

| solat Genus Diameter Zona K eterangan
Hambat

DT1 Geotrichumsp 1,2 Menghamba

DT2 Penicilliumsp. 1 Menghambat

DT3 Cylindrocephalunsp 1 Menghambat

DT4 Hormisciumsp. 2,3 Menghambat

DR1 Penicilliumsp. 2,7 Menghambat

DR2 Aspergillussp 4,2 Menghambe

DR3 Aspergillussp 2 Menghamb:

Keterangan: DT = Dataran Tinggi

DR = Dataran Rendah

Tabel 4.4 Rata-rata diameter zona hamabat/jermitugaktivitas metabolit
jamur endofit terhadap bakte3i aureugdalam mm)

Kode Rata-Rata

| solat Genus Diameter Zona K eterangan
Hambat

DT1 Geotrichumsp ilsg Menghamba

DT2 Penicilliumsp 1 Menghambsz

DT3 Cylindrocephalunsp 3,3 Menghambat

DT4 Hormisciumsp. 5,3 Menghambat

DR1 Penicilliumsp. 0 Tidak Menghambat

DR2 Aspergillussp. 0 Tidak Menghamba

DR3 Aspergillussp. 2,7 Menghambat

Keterangan: DT = Dataran Tinggi

DR = Dataran Rendah

Berdasarkan tabel 4.3 dan 4.4 di atas diketahimvha7 (100%) isolat
jamur endofit mempunyai potensi dalam menghambeumpduhan bakteriV.
choleraedan 5 (71,4%) isolat jamur endofit juga berpotenenghambat bakteri
S. aureus Sehingga dapat disimpulkan bahwa jamur endofit g pinang
mampu menghasilkan metabolit sekunder yang berpotbagai antibakteri.
Carrol dan Clay (1988yalam (Worang 2003) juga megatakan bahwa fungi
endofit menginfeksi

tumbuhan sehat pada jaringatente dan mampu

menghasilkan mikotoksin, enzim serta antibiotikalaB satu contohnya adalah



endofit yang bersimbiosis dengan tanaman snakeflde@nedianigsiscany
jenis tanaman yang banyak digunakan masyarakatigibountuk mengobati
luka. Menurut Prihatiningtias (2008), jamur endaditsebut meupakan salah satu
dari spesies Streptomyces, yaitu mikroba yang sletah dari 50 tahun memasok

kebutuhan antibiotik manusia.

Pada tabel 4.3 di atas, ioslat DR2 mempunyai retta-diameter zona
hambat tertinggi yaitu 4,3 mm, sedangkan rata-ditaneter zona hambat
terendah terdapat pada isolat DT2 dan DT3 yaituni iPada tabel 4.4 di atas,
ioslat DT4 mempunyai rata-rata diameter zona hamteatinggi yaitu 5,3 mm,
sedangkan rata-rata diameter zona hambat tereadtdpat pada isolat DT2 yaitu
1 mm.

Pada tabel 4.3 dan 4.4 di atas, terdapat metabalét jamur endofit yang
tidak mampu menghambat pertumbuhan bakteri yaifati©R1 Penicillium sp)
dan DR2 Aspergillus sp. Kedua jenis isolat ini tidak mampu menghambat
pertumbuhan bakte8. aureusHal ini dapat disebabkan antara lain:

1. Isolat DR1 dan DR2 tidak menghasilkan metabolit gydmerpotensi
sebagai senyawa antibakteri.

2. Isolat DR1 dan DR2 hanya menghasilkan metaboligyaempunyai daya
hambat pada bakteri gram-negatif saja sedangkangradam-positif tidak.

3. Produktivitas metabolit sekunder belum mencapa fasioner. Menurut

Rahman (1989)dalam Utami (2005), bahwa mikroba menghasilkan

metabolit sekunder pada fase stasioner di dalalmssitdupnya. Pada fase

statis, biasanya sel melakukan adaptasi terhadapidioyang kurang



menguntungkan. Adaptasi ini dapat menghasilkan egay yang
diinginkan manusia misalnya antibiotika dan antidks (Purwoko,
2007).

4. Perbedaan konsentrasi yang dihasilkan dari masesing isolat. Isolat
DR1 dan DR2 menghasilkan metabolit dalam jumlahiktedarena
semakin tinggi konsentrasi zat antimikroba maka aemtinggi daya
antimikrobanya.

Kemampuan metabolit isolat jamur endofit untuk nfegbat
pertumbuhan bakteW. choleraedan S. aureusdapat dilihat dari ukuran zona
hambat yang terbentuk. Berikut merupakan bentukndlanrata-rata zona hambat

yang dihasilkan dari metabolit isolat jamur enddéti biji pinang.

Gambar 4.9 Zona hambat yang dibentuk oleh metghoiur endofit dari biji
pinang terhadap bakte®i aureugpada medium NA



Gambar 4.10 Zona hambat yang dibentuk oleh meatghotur endofit dari biji
pinang terhadap baktevi choleragpada medium NA

Apabila dibandingkan efektifitas zona hambat yadigmbulkan oleh
metabolit jamur endofit terhadap bakt®fi choleraedan S. aureusberdasarkan
perbedaan sampel lokasi dataran tinggi dan rendaf gigunakan dapat tersaji
pada tabel 4.6 di bawah ini.
Tabel 4.6 Nilai rata-rata perbandingan diameterazbambat yang ditimbulkan

oleh metabolit jamur endofit terhadap bakt¥ri choleraedan S.
aureus(dalam mm)

Rata-rata Perbandingan Diameter Zona Hambat
Kode I solat (dalam mm)
V. cholerae S. aureus

DT1 1,3 1,3

DT2 1 1

DT3 1 3,8

DT4 2,3 53

DR1 2,7 0

DR2 4,3 0

DR3 2,3 2,7

Keterangan: DT = Dataran Tinggi
DR = Dataran Rendah

Berdasarkan tabel 4.6 di atas, semua jenis igalaur endofit yang
diperoleh dari biji pinang dengan lokasi dataragdi yaitu DT1, DT2, DT3 dan

DT4 mempunyai potensi menghambat pertumbuhan haktecholeraedan S.



aureus sedangkan isolat jamur endofit yang diperoleh Hgir pinang dengan
lokasi dataran rendah yaitu isolat DR1 dan DR2 hamampu menghambat
pertumbuhan bakteN. choleraesaja dan tidak dapat menghambat pertumbuhan
bakteriS. aureusHanya isolat DR3 saja yang mampu menghambatmbtthan
bakteriV. choleraedanS. aureus

Hasil penelitian berdasarkan tabel 4.6 di atas,etdhui bahwa
perbandingan rata-rata diameter zona hambat terbdis@mukan pada uji
metabolit jamur endofit terhadap bakte®i. aureus pada jenis bakteri ini
mempunyai tingkat kepekaan yang lebih tinggi dadag bakteriV. cholerae
Perbedaan tingkat kepekaan pada kedua jenis bakitelisebabkan oleh adanya
perbedaan struktur dinding sel bakteri gram-posiih bakteri gram-negatif.
Sebagaimana telah kita ketahui bahwa baktfercholeraetermasuk pada jenis
bakteri gram-negatif sedangke® aureustermasuk pada jenis bakteri gram-
positif.

Menurut Pelczar (1986), struktur dinding sel baktggam-positif relatif
sederhana dibandingkan bakteri gram-negatif yalagifrekompleks. Dinding sel
bakteri gram-positif mempunyai lapisan tunggal (moisedangkan bakteri gram-
negatif tersusun dari 3 lapisan yaitu lapisan ldapjsan tengah dan lapisan
dalam. Dalam Agusta (2001), menambahkan bahwa rdjndel bakteri gram-
positif mempunyai lapisan peptidoglikan yang tebAkibatnya, pada saat
prosedur pewarnaan Gram, meninggalkan warna bimndiiy sel gram-positif

biasa ditemukan pada Actinobacteria dan Firmicussdangkan dinding sel



gram-negatif memiliki lapisan peptidoglikan yangidi Hal ini menyebabkan
lunturnya warna biru saat disiram etanol.

Dinding sel organisme gram-positif adalah cukupatg20-80 nm) dan
terdiri atas 60 sampai 100 persen peptidoglikamugesel gram-positif memiliki
polimer lurus asanN-asetilmuramat dam-asetilglukosamin. Sedangkan pada
bakteri gram-negatif dinding sel mempunyai susukiama yang lebih rumit dari
pada bakteri gream positif. Dinding sel gram-ndgaengandung lebih sedikit
peptidoglikan (10 sampai 20 persen bobot keringlido sel), tetapi di luar
lapisan peptidoglikan, ada struktur "membran” kedreng tersusun dari protein,
fosfolipida, dan lipopolisakarida (asam lemak yadgangkaikan dengan
polisakarida) (Volk dan Wheeler, 1993).

Hasil perbandingan rata-rata diameter zona handréegsar ditemukan
pada uji metabolit jamur endofit dari biji pinangtdran tinggi terhadap bakt&i
aureus pada jenis bakteri ini mempunyai tingkat kepekgang lebih tinggi dari
pada bakteri/. cholerae Perbedaan tingkat kepekaan pada kedua jenisrbarkte
disebabkan oleh adanya kemampuan dari senyawa lamig terkandung dalam
metabolit jamur endofit untuk menghambat pertumbubakteriV. choleraedan
S. aureus.

Menurut Radji (2005)dalam (Azizah, 2008), jamur endofit dapat
menghasilkan metabolit sekunder sesuai dengan tamamangnya. Sebagai
contoh fungi endofiicremoniumcoenophialunyang bersosiasi dengan rumput-

rumputan dapat menghambat pertumbuhan patogen tiNignosporasphaerica



Periconia sorghina dan Rhizoctoniacerealis (White and Cole, 19853alam
(Worang, 2003).

Pernyataan Radji dan Worang tersebut memperk@atyadckemungkinan
jamur endofit dari biji pinang juga menghasilkamyva kimia yang identik
dengan tanaman inangnya. Maka dari itu, perlu dkak penelitian lebih lanjut
mengenai identifikasi dan karakterisasi metabaliir endofit dari biji pinang.

Kandungan zat kimia dari biji pinang adalah zat-alaloida sekitar
0,25%, terutama alkaloida atsiri (arekolina), tamarah amorf sekitar 15% dan
lemak sekitar 14% (Kartasapoetra, 1992). Hapsoh BRahmawati (2008),
menambahkan bahwa biji segar mengandung kira-kiva [8bih banyak alkaloid,
dibandingkan biji yang telah diproses.

Menurut Agusta (2001), Arekolin bersifat sebagaoteksik. Secara in
vitro (dalam tabung reaksi), penggunaan arekolimgea konsentrasi 0,042 mM
(milimol) mengakibatkan penurunan daya hidup setaspenurunan kecepatan
sintesis DNA dan protein. Arekolin juga menyebabkanadinya kegagalan
glutationa, yaitu sejenis enzim yang berfungsi nwkingi sel dari efek
merugikan.

Menurut Masduki (1996), senyawa tanin dapat menglaampertumbuhan
bakteri dengan cara mempresipitasi protein, kadéthaga tanin mempunyai efek
yang sama dengan senyawa fenolik. Agusta (2001hambahkan bahwa biji
pinang mengandung senyawa golongan fenolik dalamlaju relatif tinggi.
Selama proses pengunyahan biji pinang di mulusiepeoksigen reaktif (radikal

bebas) akan terbentuk dari senyawa fenolik itu. nidakapur sirih yang



menciptakan kondisi pH alkali akan lebih merangs@egnbentukan oksigen
reaktif itu. Oksigen reaktif inilah salah satu pebgb terjadinya kerusakan DNA
atau genetik sel epitelial dalam mulut.

Penelitian Masduki (1996), membuktikan bahwa sedialstrak dan
infusa biji pinang dengan konsentrasi 20g%, dapahghambat pertumbuhan
bakteriS. aureusdan tidak dapat menghambat pertumbuhan bakteoii. Pada
sediaan infusa menghasilkan diameter zona hambatae 1,25 mm, sedangkan
pada sedian ekstrak menghasilkan diameter zonadissebesar 2,5 mm. Selain
pengujian terhadap sediaan ekstrak dan infusaibging, peneliti juga melakukan
uji metabolit jamur endofit dari biji pinang terkega bakteriV. choleraedan S.
aureus Hasil penelitian menunjukkan adanya potensi n@tapamur endofit
untuk menghambat pertumbuhan bakt®ti cholerae dan S. aureus Pada
pengujian metabolit jamur endofit, ternyata isol2R2 mempunyai aktivitas
paling besar dalam menghambat laju petumbuhan makieholeraeyaitu 4,3
mm dan isolat DT4 juga mempunyai aktivitas paliresdr untuk menghambat

laju pertumbuhan bakte$. aureuyaitu 5,3 mm.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakuldperoleh kesimpulan

sebagai berikut:

1. Sebanyak 7 isolat jamur endofit berhasil diisot#esii biji pinang Areca
catechuL.), yaitu 4 isolat jamur endofit dari biji pinamgtaran tinggi dan
3 isolat jamur endofit dari biji pinang datarandeh.

2. Hasil uji aktivitas metabolit 7 isolat jamur endadari jaringan biji pinang
(Areca catechuL.), ditemukan sejumlah 7 (100%) isolat jamur eftdof
mempunyai potensi menghasilkan senyawa antibaktenadap bakteri
Vibrio cholerae dan 5 (71,4%) isolat jamur endofit memiliki potens
menghasilkan senyawa antibakteri terhadap bak&m®aphylococcus

aureus

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakaretagla saran sebagai
berikut:
1. Melakukan pengujian terhadap konsentrasi baktdaridap konsentrasi
metabolit jamur endofit dari biji pinang untuk mepdtkan hasil yang

maksimal dalam pengujian aktivitas antibakteri.



Melakukan identifikasi lanjutan terhadap jamur diiddari biji pinang
terutama yang mempunyai potensi menghasilkan mitghag memiliki
aktivitas antibakteri.

Melakukan karakterisasi terhadap komponen aktifabmait jamur endofit
dari biji pinang yang memiliki potensi sebagai hakteri.

Melakukan uji lanjutan terhadap metabolit jamur afitddari biji pinang

yang paling tepat sebagai penghasil senyawa artgitbak
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LAMPIRAN 1. Diagram Alir Metode Kerja

Sterilisas Permukaan

Mencuci biji pinang dengan air
mengalir selama 5 menit

- Merendam biji pinang ke dalam
larutan alkohol 70% selama 2 menit

- Merendam biji pinang ke dalam
NaOCI 1% selama 2 menit

- Dibilas dengan aguades steril selama
1 menit diulang 2 kali

Isolasi Jamur Endofit

Biji pinang ditempelkan pada media
PDASV (sebagai kontrol)

- Biji pinang dibelah dan ditumbuhkan
pada media PDASV

4
Pemurnian dan Identifikas

Jamur endofit dimurnikan
berdasarkan ciri makroskopis dan
ditumbuhkan pada media PDASV

- Jamur diidentifikasi berdasarkan ciri
makroskopis dan mikroskopis

A
Fermentas

- Isolat jamur endofit ditumbuhkan
pada media PDB cair sampai tumbuh
misellium

- Di shaker selama 3 hari (130 rpm)

- Di sentrifugas dengan kecepatan
+ 3800 rpm (20 menit pada suhu 4 °C)

Uji Antibakteri

- Merendam paper disk pada metabolit
jamur endofit selama 30 menit

- Meletakkan paper disk pada biakan
bakteri V. Cholera dan S Aureus
dalam cawan petri.

A 4

Pengamatan Zona Hambat/Jernih

Gambar 4.11 Diagram Alir Metode Kerja
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LAMPIRAN 2. Diameter zona hambat/jernih pada uji aktivitas metabolit jamur
endofit dari biji pinang terhadap bakteri Vibrio cholera dan

Saphyl ococcus aureus (dalam mm)

Tabel 1. Diameter zona hambat/jernih pada uji aktivitas metabolit jamur endofit
dari biji pinang terhadap bakteri Vibrio cholera (dalam mm)

JenisBiji | Kode Vibrio Total | Rata- K eterangan
Pinang | Isolat cholera Rata
[ | 11 |1
Biji DT1 [ 1|1 [ 2] 4 1,3 Menghambat
Pinang DT2 | 1 | 1 1 3 1 Menghambat
Dataran DT3 | 1|1 | 1 3 1 Menghambat
Tinggi DT4 | 2| 3] 2| 7 2,3 Menghambat
Biji DR1L | 2| 4 | 2 8 2,7 Menghambat
PinangD. | DR2 | 5 | 4 | 4 13 4,3 Menghambat
Rendah DR3 | 2 | 3 | 2 7 2,3 Menghambat

Keterangan: DT = Biji Pinang Dataran Tinggi
DR = Biji Pinang Dataran Rendah

Tabel 2. Diameter zona hambat/jernih pada uji aktivitas metabolit jamur endofit

dari biji pinang terhadap bakteri Sa|

phylococcus aureus (dalam mm)

JenisBiji | Kode | Staphylococc | Total | Rata- K eterangan
Pinang | Isolat | usaureus Rata
[ [ I
Biji DT1 | 1| 2 | 1] 4 1,3 Menghambat
Pinang DT2 | 1|1 | 1 3 1 Menghambat
Dataran DT3 | 4 3 3 10 3,3 Menghambat
Tinggi DT4 | 4| 2 |[10] 16 | 53 Menghambat
Biji DR1 | 0] 0 | O 0 0 Tidak Menghambat
PinangD. | DR2 | 0O | O | O 0 0 Tidak Menghambat
Rendah DR3 | 2 | 4 2 8 2,7 Menghambat

Keterangan: DT = Biji Pinang Dataran Tinggi
DR = Biji Pinang Dataran Rendah
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LAMPIRAN 3. Alat—Alat Penelitian

C D

Gambar 2. Alat-Alat Penelitian. A. Inkubator, B.taklaf, C. Sentrifugasi, dan D.
Shaker Inkubator



LAMPIRAN 4. Jenis Pinang pada Habitat Dataran Tinggi dan Dataran Rendah

Gambar 4.13. Jenis Pinang pada Habitat Dataran Tinggi dan Dataran Rendah. A.

Pohon Pinang Dataran Tinggi, B. Buah Pinang Dataran Tinggi, C.
Pohon Pinang Dataran Rendah, D. Buah Pinang Dataran Rendah,
dan E. Biji pinang (Areca catechu L.) bagian dalam
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