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ABSTRAK

Endofit merupakan mikroba yang hidup di dalam jaringan tanaman
dan merupakan hubungan simbiosis mutualisme. Senyawa metabolit hasil

fermentasi kapang endofit dapat digunakan sebagai sistem pertahanan bagi

tumbuhan terhadap baktegs gen. Beberapa senyawa bioaktif
yang dihasilkag ] Jox gotensial obat baru.
Tujuan pghel a0 : ' al antimikroba dan

antioksi 3 pfit "V ) g aun tanaman

Ga MangostanaekEerment Kapaig flofit yang

tel gnsotasi. Hasil fermenta : it drek dengan

mehndaunakan arut organik’ e : { |, Hasil

eks g dipe be ari mas g pelarut

orga strak yang ero nya sebagai roba dan

antioksi Ji ak

[ wJ l‘ E E ~-n nwzakram dan
uji - aktivitase dl I engan an  radikal 1,1-
difenilikrilhidrazi™{BPPH) ﬁ antimikropa afakukan terhadap bakteri
Escherichia coli, Stapbi 'lwﬂ s almonella typhosa, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Khamir Candida albicans, dan kapang
Aspergillus niger. Hasil menunjukkan zona hambat terbesar dihasilkan oleh
ekstrak R2.M terhadap Bacillus subtilis (12,85 mm) dan terhadap

Staphylococcus aureus (11,90 mm). Aktivitas antioksidan terbaik diperoleh

dari ekstrak n-butanol R18.B dengan nilai ICso 107,71 pug/ml.
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ABSTRACT

Endophytes are microbial entities that live within living tissue of plants
and have symbiotic mutualism relationship. Metabolite compounds as a result

of fermentation of endophytic fungi are useful as a defense against

pathogenic fungi and bag bioactive compounds that are

produced by € drug discovery. This
research jiia . imicrobial and
antioXid ) 1t DM, twigs and

lea : s _done 10 e ytic fungi

ad— been isolated ; " The fermentation™ pgdcucts of

ent etAayl” agetate, n-

F'metha > g ions fra ent that
was The extractgithen M {co antimicrobiauvmtioxidant
activiMﬁicr = 5 iRg the Method and

, > S\

z dipRenylpicrylhydrazyl
(DPPH). Antl obia ﬁs * depne  “aga Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, 5@# yacnlus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicans, dan Aspergillus niger. The result showed that

antioxida NE

the largest zone of inhibition was performed by R2.M extract against Bacillus
subtilis (12.85 mm) and against Staphylococcus aureus (11.90 mm). The best

antioxidant activity was resulted from R18.B extract with 1Cso 107.71 pg/ml.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Peningkatan jumlah penduduk dunia yang mempunyai masalah

kesehatan yang disebab gakteri resisten, protozoa parasit
dan jamur me - g ANt > 1 untuk menemukan
senyawa e ' itu,xdikembangkan
penelitia 1k 0 efektif untuk
me Liasalah ini

ahun 1980-angnuls ugetl minat indu ika dan

emanfaatk : alam ambangan

ral pra a enun) na bahan

ala adi sumber | i kimia kare memiliki

keanek%'nan S i farmas alekul beru
s Ty

aktif dan meleke 1

DAK3 Btabolit sekunder yang

kecil. Bahan

mba e memiliki berbagai
karakteristik. Um@MAya _balkan ﬁ
dihasilkan mikroba atau g \g’

Perkembangan penelitian di bidang farmasetik dan industri pertanian
dalam menemukan produk baru, menunjukkan bahwa alam mampu
menghasilkan beraneka senyawa kimia sebagai sumber substansi yang

potensial untuk dikembangkan menjadi produk industri. Penelitian mengenai

metabolit sekunder terfokus pada organisme yang dapat menghambat biotop

1
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asing sebab produk-produk alam merupakan produk yang diadaptasi untuk
fungsi spesifik di alam. Organisme yang mampu menghambat ini adalah
endofit (3).

Endofit didefinisikan sebagai mikroba yang hidup di dalam jaringan

internal tumbuhan hidup tanpa menyebabkan efek negatif langsung yang

nyata. Endofit belum banyak @ pakan sumber daya alam
potensial untuk di tk ‘ ) DE dan industri.

Tercatat sekitai3( ierupakan

. g do y ; : h Kditeliti

tempat hig
endofitn Dleh “sebab i ese [an eliti

mikroor e 1l sangat besar

jan crupa . i > xepttuhan

untuk ke fdan kes anya ad agal

bahan oba ber alam ha " Indonesia angat

beranekarag%mrup 1 SIS /i ya dRampu Msilkan
7 »

berasal dari

aneka senyawa ‘ A : 1 SEl

inia. a ﬁ , |ai i (dari" 40 genus pada
2k

””p 0 0 spesies yang tersebar

famili Cluciaceae. Genu 5

famili Cluciaceae yang memikii
di daerah tropis. Garcinia adalah salah satu genus tumbuhan yang memiliki
kemampuan bioteknologi alami yang tinggi yang diperlihatkan oleh senyawa-
senyawa yang telah dilaporkan memiliki tingkat oksidasi beragam dari

turunan xanton, kumarin, benzofenon dan biflavonoid terprenilasi (5).
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Garcinia mangostana atau lebih dikenal dengan manggis adalah salah
satu spesies dari Genus Garcinia yang telah diketahui memiliki aktivitas
antimikroba, antikanker, antiinflamasi, dan antioksidan (6). Sehubungan
dengan hal tersebut, dilakukan penelitian terhadap kapang endofit yang

diisolasi dari ranting dan daun tanaman Garcinia mangostana. Penelitian ini

merupakan penelitian pend mengetahui aktivitas antimikroba
dan antioksida : [ g dan daun tanaman
Garcinia jfie e : lilg erhadap beberapa
Mikrgbre \: ey ; sia dan uji

anti k 2Ng @RpUAN Peleg terhadap

ra

B.

Hperoleh isol ap H fit dari ranting d u[anaman

a

-

L

itmVang diperoleh

Fo w i ylococcus aureus,
Salmonella typ i, Pseudomonas aeruginosa,

Khamir Candida albicans, dan kapang Aspergillus niger.

3. Mengetahui aktivitas antioksidan isolat kapang endofit yang diperoleh.
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

A. MIKROBA ENDOFIT

1. Definisi

Endofit adalah mi i, antara jaringan hidup tanaman.

Secara umu adalah simbiosis

0
mutualisgig. 2 2 : sehyawa-senyawa
bioalgif L 8 ake i : pertahanan

ndofit.dapat dfdelini sebagai

di gfdalam jaringan tanarg tanpa

njuk hubun@a imbiosis

pa endod Jian besar

ga yang be

akteri yang

mping ersama-sama

Prosedur untuk mengisolasi endofit pada umumnya relatif mudah.
Salah satu hal yang penting dalam mengisolasi kapang endofit adalah
mempertahankan kesegaran sampel. Bila sampel disimpan dalam waktu
yang cukup lama, akan terjadi kematian jaringan. Meskipun demikian, masih

memungkinkan untuk mengisolasi sejumlah kapang endofit dari jaringan kayu

5

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



yang telah layu setelah penyimpanan beku (Freezing) dalam waktu lebih dari
satu tahun.

Isolasi dimulai dengan melakukan sterilisasi permukaan. Metode
standar yang biasa digunakan adalah dengan mencelupkan ke dalam etanol

dan larutan natrium hipoklorit (NaOCI). Etanol berfungsi sebagai surfaktan

dan NaOCI berfungsi sebagai ases sterlisasi permukaan.

Pelarut dan waktu q

L sesuai dengan
jaringan dan i : ( n kutikula
yang tebalidis , ) j Jark.daun
yang tipis oDJan mepunjukan B rilisasiyang dilakiukaa rut-
turut d ecelupkan ke '€ 3 aOCl-etanol "efe uk
membunu ra be ding™tébal §se yan@™ terdat pada erapa

kapang an  yang g > ; atif lai apat
digunakhsterilisasi permukaan ada3 8ngan mengguna ¥o5 —

1%asampe%tda :i‘\ E

‘" > Ugasmemberikan

hasil sterilisasi permUkaan yang baij >tode inmi

Perendaman 08
X menghilangkan
kapang penginfeksi. Potongar !!w” t sI dicelupkan ke dalam
etanol, kemudian dilewatkan pada api (flambeer) sebelum ditanam pada
media agar. Metode ini umumnya berhasil digunakan pada jaringan yang
terinfeksi.

Isolasi kapang endofit dapat dilakukan dengan menggunakan

berbagai media agar. Media isolasi yang biasa digunakan adalah Corn Meal
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Malt agar (CMM) dan Nutrien Agar (NA). CMM digunakan untuk
menumbuhkan isolat kapang endofit sedangkan NA digunakan untuk
menumbuhkan isolat bakteri endofit. Inkubasi dilakukan pada suhu ruang
selama 5 — 7 hari tergantung laju pertumbuhan isolat bakteri atau fungi

endofit. Waktu yang diperlukan untuk mengisolasi endofit cukup lama karena

umumnya endofit bersifat
Sa i gh beberapa minggu
anpa cahaya

at lyang tidak

rangsang
cnyimpanan padaid 3 fluoresensi

lus

duksi S gdi. Pem

clat yang

1 D ap
tidak porulasi ke d nn; A im agar, V8 ad ytato carrot

agar,wada ig kimia seperii Czapek's angto dextrose

agar dan |aig=la]m

- R i'-r
B. Garcinia mangosta v

Garcinia mangostana di Indonesia lebih populer dengan manggis.

pal.me 6. SDO

Tanaman ini merupakan tanaman buah berupa pohon yang berasal dari
hutan tropis yang teduh di kawasan Asia Tenggara, yaitu hutan belantara
Malaysia atau Indonesia. Tanaman ini tersebar dari Asia Tenggara ke daerah

Amerika Tengah dan daerah tropis lainya seperti Srilanka, Malagasi, Karibia,
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Hawaii, dan Australia Utara. Tanaman ini memiliki klasifikasi yang sama
dengan tanaman genus Garcinia lainnya. Klasifikasi manggis adalah sebagai
berikut:

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Classis : Dicotyledgg
Ordo

Famili

kimia dari tanama
ditemui .1 aman in

mangosti -mangostin.

beberapa turunan senyaWwa xamie

Ekstrak metanol dari ta : fteliti mempunyai aktivitas
antioksidan. Hasil elusidasi struktur senyawa kimia dari ekstrak metanol ini
menunjukkan bahwa ekstrak metanol dari tanaman ini mengandung senyawa
kudraxanton, 8-doeksigartanin, garsimangoson, garsinon, gartanin, 1-

isomangostin, a-mangostin, y-mangostin, mangostinon, smeatxanton A, dan
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tovofilin A. Diantara seluruh senyawa tersebut, yang memiliki aktivitas
antioksidan paling potensial adalah gartanin, a-mangostin, y-mangostin, dan
smeatxanton A (13).

Bagian buah dari tanaman ini mengandung senyawa xanton

diprenilasi. Senyawa ini memiliki aktivitas antimikroba terhadap M.

tuberculosis (14). Selain j tanaman ini juga telah diteliti
mempunyai 3 S K ji Shigella flexneri,
Salmonejia t ! [ ay fit pernah diisolasi

dari Beb . aM3 a S & 1k d iSalah satu

spe ‘ sil,_ diisC pang _eadefit-nya e Garcinia
Hasil isolasi "@iuji Smemi aktivitas antimik

patg StapiocOcels i 8 dan

neofor 16
[ K [
C.AI\MOB
1. Definisj m

AntimikroQa adalab.epat j siikroba "kKoususnya mikroba yang

merugikan manusia. Ko ANt dalah suatu komponen yang
bersifat dapat menghambat pertumbuhan bakteri atau kapang (bakteristatik
atau fungistatik) atau membunuh bakteri atau kapang (bakterisidal atau

fungisidal) (17).
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Berbagai antimikroba yang telah diperoleh perlu diuji aktivitasnya
terhadap mikroba dengan melakukan kultur uji untuk sensitivitas obat
antimikroba. Aktivitas antimikroba diuji dengan menghitung jumlah senyawa
yang dibutuhkan untuk menghambat pertumbuhan mikroba uji yang

dinyatakan dengan teknik pengenceran dalam tabung reaksi atau dengan

menggunakan metode difusi (me

2. Uji Aktivitag A
Uji &kt 3 je T d| sebagai

metode ¢ Igagar. Prinsipsdari me gl adalah_penggunaan. ke rasi

tertentuldarmantibiotik pada suatu®gembawa (sServoir) yang diletakke ada

permukaan~adar yang digunaka ai porga e Buji.

Pengar ganisme itunjukkan ole

yang dike gan zona awa (cakra

zonahamba@ndin Y terhade gan uji.

1“ akukai dengan

Pelaksag
memperhatikan beberapate
a. Wadah / cawan yang
Media agar yang dimasukkan ke dalam cawan mempunyai

ketebalan sampai dengan + 4 mm. Untuk cawan dengan diameter 9 —

15 cm, jumlah media yang dapat dimasukkan kedalam cawan adalah

25 — 60 ml. Variasi ketebalan agar dapat mempengaruhi zona hambat

yang terbentuk. Lapisan agar yang sangat tipis mengakibatkan
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peningkatan ukuran zona hambat yang signifikan. Walaupun
demikian, perbedaan kecil dalam hal ini cukup mempengaruhi ukuran
zona yang terbentuk.

b. Cakram yang digunakan

Cakram yang digunakan harus selalu berada dalam keadaan

kering dan disimpai phidrat. Cakram dapat disimpan

bulan pada suhu 2 —

dalam » d
SN . &, 2 i penyimpanan

smilifan cakram anti ©

Pemilihan cakgam@@ntingikroba yang diguimakae ilakukan

dasg eniSuni . an ad Hal-hal*yang perlu

atikan @ DE : mikrob3d elompok

‘ spektrum iBio

pemilihan otik yang

a mungkin setelah
inokulasi dilakuk menit) dengan menggunakan
pinset dan ditekan perlahan pada permukaan agar. Cakram
diletakkan 15 mm dari pinggir cawan dan jarak antar cakram antara

15 — 20 mm untuk mencegah tercampurnya zona hambat yang

terbentuk. Cakram tidak boleh dipindahkan sejak pertama Kkali
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diletakkan sebab permukaan agar langsung terjadi proses difusi
setelah cakram diletakkan.
e. Inkubasi
Inkubasi dilakukan pada suhu 35 — 37 °C selama 18 jam

dengan posisi terbalik. Inkubasi biasanya dilakukan secara aerob dan

penggunaan CO; diceg k spesies tertentu sebab

peningkatan

o\l

1. Radika

R3 SIup atau _fiagmen ang

mempunyaigeie ang.atidak i Ragikal ba Tavie: adi

penyengkatnya akt
Beberapa Wan telah me

kerusakan pﬂ [ I leat™ Senyawa

el yang abpormal #(20).

al bebas m iPatkan

antioksidan m nghambat

2. Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan Radikal DPPH
Antioksidan banyak terkandung dalam tanaman. Senyawa antioksidan
yang diperoleh dari bahan alam diuji aktivitasnya dengan menggunakan

metode pengujian aktivitas antioksidan. Salah satu metode yang dapat
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digunakan adalah pengukuran kemampuan meredam radikal DPPH. Prinsip
reaksi antara radikal DPPH terhadap antioksidan adalah melalui donor atom
hidrogen antioksidan pada radikal DPPH yang berwarna ungu. Hasil reaksi
adalah senyawa non-radikal yang berwarna kuning pucat dan dapat diukur

serapannya pada panjang gelombang 517 nm (22).

Salah satu parame an untuk mengetahui aktivitas

peredaman teg

PPH adalah dengan
penentuafiin i IG5, didefinisikan
sebagai ) el 50% aktivitas
DPI al-hal.wang ha ikanapada Denge metode
DRBL"derngan spektrofotomathi, ya
d. O UNTUKSEEa

] C an deng ggunakan
! kuvet ber an H nidéngan volume um 4 ml.

d‘

r@ksikan 2 ml

juinlan yang dapat

Akurasi.anaiis 0

b. Pelarut da

Metode ini dapat bekerja dengan baik bila
menggunakan pelarut metanol atau etanol. Penggunaan pelarut
lain seperti air dan aseton memberikan hasil yang kurang baik

untuk tingkat reduksi.
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c. Konsentrasi reagen dan penggunaan sandar
Berdasarkan persyaratan pengukuran pada
spektrofotometri, konsentrasi DPPH pada kuvet sebaiknya
dipilih pada konsentrasi yang dapat memberikan serapan

kurang dari 1,0. Serapan ini dapat diberikan oleh larutan DPPH

dengan konsentragi M.

oF D bila digunakan
r : , ) ang baik
el (vitamin E). Tz dilak
pahwa prosedur dapagiberjal@ gan benar. 4
d. Penguk serapai: | penjano Slombant
-

\ akan A
. Panja helombang maks m serapa

ak penqgull 3 eIy darl 515

demikian,
pada prakieknaya gdak penting, maka
panjang gelomba!‘S "Q‘JF" & serapan maksimum yang
ditunjukkan pada alat yang digunakan.

e. Waktu reaksi

Waktu reaksi yang biasa digunakan adalah 30 menit

(seperti yang tersebut pada metode asli Blois). Beberapa

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008
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penelitian telah dilakukan sebagai optimasi dari waktu seperti
dilakukan 5 menit atau 10 menit. Meskipun demikian, kecepatan
reaksi bervariasi, dan yang terbaik adalah membiarkan reaksi

berlangsung sampai seluruh substrat bereaksi sempurna.

E. SPEKTROFOTOMETR
Spekty ran suatu interaksi
antara raglias . . ri-suatu zat kimia.

Spekifru [ - urnya tidak

me derajat. spesifika ’ i. Walaupun "denaiki spektrum
te~ gSuai untuk pemeiiksa kg@ntitatif  dan . gai zat
spek ersepitbermaniaa agal pafian U identi ).

ang dig : ktrofoto adalah

kuran di de

spe eter yang spektrum

uItraVM Ca : ‘ % . us

kemampuaasmenahasiikan
hingga 800 nm Oaf*stia iI ibt ya i 51 ﬂli BRetdpkan serapan (24).
Spektrofotomet# hw" a mengukur besarnya energi

yang diabsorbsi. Spektrofotometer uv-vis digunakan terutama untuk analisa

optik dengan

jangkauan 200 nm

kuantitatif . Faktor-faktor yang mempengaruhi spektrum serapan yaitu jenis
pelarut, pH larutan, kadar larutan, tebal larutan dan lebar celah. Pelarut yang
digunakan tidak boleh mengabsorbsi cahaya pada panjang gelombang

pengukuran sampel. Perubahan pH dapat mempengaruhi berubahnya
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panjang gelombang maksimum (Amas) atau daya serap (a) jika
pembuatannya tidak tepat sama dari waktu ke waktu. Konsentrasi larutan
yang tinggi akan mengakibatkan terjadinya polimerisasi sehingga Amaks
berubah sama sekali. Tebal larutan yang berbeda juga akan memberikan

spektrum yang berbeda. Demikian pula dengan lebar celah. Makin lebar

celah maka makin lebar pula g akin polikromatis, resolusi

dan puncak kurva ti

E. MIKRQBA

P

penyaki menginfeksi. Infek

organisme tingkat tingor: Misa

jaringa Jan pernafaSanyorJanper dndan’sebagaify
Miktogen dapatbefs ] ) jamur atau&ian

jumlahnya sa# ba

O

Mikroba ini termasuk dalam kelompok bakteri dari famili

1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae dengan karakteristik berupa Gram negatif,

memiliki flagel peritrik. Spesies ini bersifat patogen namun juga

bersifat komensal yaitu sebagai flora normal dalam saluran
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pencernaan manusia dan hewan yang berperan penting dalam proses
pencernaan makanan (27).
Species ini merupakan satu-satunya species dari genus

Escherichia. Klasifikasi bakteri ini adalah sebagai berikut.

y10COCC S

‘Staphyloco LT M néer an bakterd positif
%tuk Gl ' ) et it memw kelompok-

3N

keltinial . ’ IC eroasano beikoleni empat, dan

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteg

Classis

membeniyk™ KolQni s@ntai semuda “Mmerupakan Gram positif.

R
la “‘w&*‘ Hkut :

Klasifikasi bakteri 4

Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Classis : Bacilli

Ordo : Lactobacillales
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Familia : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus aureus (18).

3. Salmonella typhosa

Mikroba ini termasuk ing kali menimbulkan infeksi
pada manusi al. Bakteri ini
ditular . anigia, yang

sigtemik

VIBHOI0g1 bakteri ini b défgan &fcoli sebab berasat ds 'ﬁ
. It C i i ga D€

d
o

Species : Salmonella typhosa (18).

4. Bacillus subtilis
Mikroba ini termasuk kelompok bakteri Gram positif, berbentuk

batang, berukuran 1 x 3 — 4 um. Bakteri ini menyebabkan infeksi pada
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manusia dan hewan. Bakteri ini berasal dari famili bacillaceae (27).

Klasifikasi bakteri ini adalah sebagai berikut.

Kingdom : Bacteria
Phyllum : Firmicutes
Classis : Bacilli

Ordo

o

eadomonas aerugif@sa

pak ri Gfam negalifiecrukuran Qg x 2 um.

ini mengakibatk : ok fing yang yai daya
H tubuh yarig¥tiéa A ®B8kKteri ini, yang a sedikit

ulit manusia,

di kan pada dan p

S\

Pseudomonadaceae. Klasifikasi

Bakteri—ini _be S “ >
bakteri ini adalah seff@balberku

Kingdom : Bacteria

Phylum : Proteobacteria
Classis : Zymobacteria
Ordo : Pseudomonadales
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Familia : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas
Species : Pseudomonas aeruginosa (18)

6. Candida albicans

Candida termasuk aifu fungi yang dapat hidup
pada keadag n at. Pada kultur
atau jagRoa j \ peflikuran 3 —

6 ; (e ' : C a.yang

ds aendakiba ae.candid

amir ini adalahisebagai be
v e

e

Species

7. Aspergillus niger

Species Aspergillus merupakan penyebab penyakit aspergilosis

dan merupakan patogen yang termasuk kelompok fungi. Species ini
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tersebar sebagai saprofit di alam. Aspergullus niger merupakan salah
satu species patogen pada manusia (27). Klasifikasi kapang ini adalah
sebagai berikut.

Kingdom : Mycetae

Divisio : Amastigomycotina

Classis
Ordo

a

2
=
s

SpECIES

ot
-
%

L ZaS>>
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BAB Il

METODE PENELITIAN

A. BAHAN

1. Tanaman uji

Bahan uji yang dig ing dan daun tanaman Garcinia

mangostana (@ aya Bogor dan telah

dldeterm‘ ( ? iat Konservasi

ia
i per an adalah

alke alkoho NaO Baycline).

Pels la yang dig stiakSikadalah etil at erck), n-

: den ke dalam

1“ 13 g ditambahkan

butano k), dag
media isolasia0

pada media fe Kimia yang digunakan
sebagai standar uji antiuikob 'kw" isilin (Brataco Chemical) dan
kapsul itrakonazol (Kimia Farma). Bahan kimia yang digunakan untuk uji
aktivitas antioksidan adalah 1,1-difenilpikrilhidrazil (DPPH, Sigma), Vitamin C
(Kimia Farma), DMSO (Merck), dan metanol p.a (Merck). Bahan kimia yang

digunakan untuk identifikasi kapang secara mikroskopik adalah Lactofenol

Cotton Blue yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi FKUI. Bahan kimia

23
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yang digunakan untuk identifikasi mikroba uji adalah Lugol, Kristal violet dan

cairan Fukhsin.

3. Media

Media yang digunakan untuk isolasi kapang endofit adalah Corn Meal

Malt Agar (CMA; Himedia), Po (PDA; Difco), Malt Extract

(Oxoid). Media yag endofit adalah

Potato Dextrose B

4. Mikrok

Staphyl
Escheri ATCC 2 H - LS Jinosa '
Salmonellz osa ATCC 28, M Daltc Aspergillug dan
R < >N
B. ALAT

Alat-alat yang W Waminar Air Flow

(ESCO), autoklaf (Hirayama), timbangan analitik (Acculab), vortex mixer

(Digisystem), orbital shaker (Lab-line), hotplate (Corning), mikroskop cahaya
(Euromax-Holland), inkubator (Memmert), sentrifus (Kubota-6800), mikropipet
(Socorex), Spektrofotometer UV-Vis model UV-1601 (Shimadzu), kamera

(Olympus tipe C-379 Zoom), cawan petri diameter 9 cm, labu bulat, lampu
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spiritus, inkubator, jarum ose, tabung reaksi, lupang dan alu, cakram, vial,

dan alat-alat yang biasa digunakan pada laboratorium mikrobiologi.

C. CARA KERJA

1. Pembuat Media Isolasi Kapang Endofit

Corn meal ditimbag extract sebanyak 20 g/L, yeast
extract sebany o) K ). g/L, dimasukkan ke
dalam lakilb | ‘ s RiRgga tercampur

semgplr : . menit hingga

ANg homege emLiai disterilkan

autoclave selama 154 adafSuhu 121 °C. Medfz njutnya

Sbagai

Z.Man Media Pf fn| M [ ]
wditi

L

{
7

m labu bulat

kemudian Ke hot plate selama

+ 15 — 20 me g0a_mendid i erpentuk*campuran yang homogen,
kemudian disterilkan de . hwé' cl@Ma-15 menit pada suhu 121 °C.

3. Pembuatan Media Fermentasi Kapang Endofit
PDB ditimbang sebanyak 24 g/L, yeast extract sebanyak 2 g/L dan
CaCO3z sebanyak 5 g/L, dimasukkan ke dalam labu bulat, kemudian

tambahkan aquadest sampai volume 1 liter. Panaskan di atas hot plate
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selama + 15 — 20 menit hingga mendidih dan terbentuk campuran yang
homogen, kemudian disterilkan dengan autoclave selama 15 menit pada
suhu 121 °C. Media ini selanjutnya disebut media PDY (Potato Dextrose

Yeast).

4. Sampling Tanaman dan Pep

Simplisia ya ey ; : itu ranting dan
daun Garciniagma i 2 affibersinkan
kotoran yahg 2KE 2N A ebing di
udara da

selama art-disesuaikan de

5. Steril| kaan
Ba ting yang te jadi potongd;an

kecil beruku f angke ; enj | “potongan-
potongan berukean "" p@sBeEltingkat dengan

mencelupkan ke dalam*atkonol. 0% seltma + -3 kemudian dicelupkan

pada larutan NaOCI 5,25% sa‘ 'k“g’r

dalam alkohol 70% selama + 30 detik dengan menggunakan pinset yang

rakhir dicelupkan lagi ke

sebelumnya telah dilewatkan pada api (flambeer) terlebih dahulu (8, 28).

Untuk tahap sterilisasi permukaan juga dilakukan dengan menggunakan

alkohol 96% dan beberapa modifikasi cara sterilisasi .

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



27

Potongan ranting yang telah steril dikupas kulit luarnya dengan pisau
steril, dibelah membujur dan dipotong hingga berukuran 0,5 — 1 cm kemudian
ditanam di atas permukaan media CMM. Setiap cawan petri dapat ditanam 3
— 4 potongan ranting. Sebagai kontrol sterilisasi permukaan, potongan

simplisia yang telah disterilisasi permukaan dipaparkan di atas media CMM

lainnya sebagai kontrol stg simplisia yang belum disterilisasi
permukaan seg Q

umpang steril dan

it @itanam 3 —

4 d ' : elah ditanam Okl ada suhu

g cawan petri yang-te ditanam

apur baflas untt anghindari

apan vat dilihat

-
6. Pemurgi 1‘F—---.,_. :i-\ h

Kapange iiiﬁ..t 3 * adagnedid CMM Kemudian dimurnikan
Jan ca
L

ke dalam media PD n g kapang diinokulasi dengan

menggunakan ose dari media CMM lalu diletakkan pada media PDA
kemudian diinkubasi selama 7 — 14 hari. Setiap koloni kapang endofit yang
berbeda dipindahkan ke dalam satu cawan petri berisi PDA hingga diperoleh
isolat murni. Setiap isolat dibuat duplo, satu untuk working culture dan yang

lain untuk stock culture. Isolat yang telah murni dikultur dalam agar miring
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yang pengerjaannya dibuat duplo untuk dijadikan working cultur dan stock

cultur.

7. Fermentasi Kapang Endofit

Koloni kapang endofit murni pada cawan petri media PDA diambil kira -

kira 1x1 cm (hifa dan agar), diig 00 ml media PDY dalam

Erlenmeyer. Kultur d 3 K menggunakan

shaker incubator 1

8. Ekstra

organik

butanol ¢ Ol. Sust ar

Tk rmenta -
ke dalah sentrifus kg dic M alikanPetil asetat se dari
volume kuww didikgee ruh%g dan

74

cairan tersuspeasi gasittdengaa. kecepatan

3000 rpm selama menggunakan
syringe 5cc, selanjutnya di Karnr*Ke vial kering yang telah
ditimbang sebelumnya dan dikeringkan pada suhu kamar hingga diperoleh
ekstrak kering kemudian vial ditimbang.

Sisa biomassa yang terdapat dalam tabung sentrifus kemudian

.ditambahkan n — butanol setengah dari volume kultur. Kemudian dilakukan

prosedur yang sama dengan ekstraksi menggunakan etil asetat yaitu dikocok
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dengan vorteks, disentrgifugasi kemudian diambil ekstraknya untuk
dikeringkan dan diperoleh ekstrak kering dan kemudian vial ditimbang. Sisa
biomassa pada tabung sentrifus kemudian diekstraksi lagi dengan metanol
menggunakan prosedur yang sama hingga diperoleh ekstrak kering dan vial

ditimbang. Bobot ekstrak kering merupakan selisih antara bobot vial berisi

ekstrak yang telah dikeriag bot vial kosong yang ditimbang
mula-mula.
etanol p.a dengan

RoJa ' aruts trasi 2 mg/mi

ag/ Ml sebagaisdaruta A sentrasi 5

PMSO ke dalam

beberapa tete

arotal dengan cara

gdian qme T ) 3 , e ak 20% dari bobot

eks 0 lalu @ dengan

konse 2 mg/ml dibus “ arfa nambahkardpa tetes
DMS(MIam EE IHI bah&anyak 50%
dari bobotg ‘ alen lai 1“ I dengan konsentrasi 1

mg/ml, laruta K k . R, mengginakan rumus VixM; =

‘.’

VoxMs.

9. Uji Aktivitas Antimikroba
a. ldentifikasi Mikroba Uji
Identifikasi bakteri uji secara mikroskopis dilakukan dengan

menggunakan pewarnaan Gram. Kuman standar pada agar miring dieramkan
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selama 18 — 24 jam pada suhu 37 °C untuk selanjutnya dibuat sebagai
preparat bakteri dengan cara bakteri diambil satu sengkelit diletakkan di atas
kaca objek yang telah ditetesi sedikit air suling. Sebarkan bakteri pada kaca
objek dengan menggunakan ose bulat kemudian dilewatkan di atas api

(difiksasi) (30).

Larutan karbol kristal diatas preparat yang telah
disiapkan kemudia r ] : ;18 ci dengan air.
Kemudian cai I I, ) d ama 45 —
60 detik. Bre ( ‘ : : dikohol

96%, di 1 < 3 STk, i hsin

dituang as preparat dan d a 1 — 2 menit. Preparatdiguci
dengan; al dikegingkan defigs N tSUeg P reparat ditgtesi

dengan

ersi da at i b denga aran
1000 kab
Iderw ka garerecara

7 0

cotton blue. Hifa kaparg diampbil-sa i gkelit, denga enggunakan ose
lurus, kemudian diletakkan di aca ob &n acto fenol cotton blue

diteteskan di atas kaca objek dan kaca objek ditutup dengan kaca penutup.

mikroskopis hifagkapa dlta@elacto fenol

Preparat diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400 kali.
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b. Pembuatan Inokulum

Kuman standar pada media agar miring dieramkan selama 18 — 24
jam pada suhu 37 °C untuk bakteri dan selama 5 — 7 hari pada suhu 28 °C.
Kuman dari pertumbuhan ini dibuat menjadi suspensi kuman 10° sesuai

dengan kekeruhan standar Mc Farland Il dengan cara kuman diinokulasi

satu ose dimasukkan ke d I yang telah diisi dengan 2 ml
larutan NacCl fig S Ve ekeruhan suspensi

0 dil3 d: c Farland 1lI.

-,

kuman vy,

Apabila e N6 K alik ke dalam

sus . all]  dibuz dengan

St e .
#spens;j al cert ; Ja pe aran 1000

ka akteri de : i untuk ehingga

dipe Suspensi ( eri dan 10 kapang.

Pengw diI i@ ‘ - -n 1Met 1 ml ke
dalam tabuiRg, €8 iSi ' gisgseningga digeroleh suspensi

kuman 108 SUSP 0* et & Ke'dalam 9 ml NacCl fisiologis
sehingga diperoleh s i '&wi‘r' 1 emikian seterusnya hingga

diperoleh suspensi kuman 10° untuk bakteri dan 10° untuk kapang (30).
Bagan pembuatan suspensi kuman sesuai standar Mc Farland Ill dan tahap

pengenceran dapat dilihat pada Lampiran 5.

23
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c. Pembuatan Media Uji Antibakteri

NA (Nutrient Agar) ditimbang 23 g/L dimasukkan ke dalam labu bulat
kemudian ditambahkan aquadest hingga volume 1 liter, kemudian
dipanaskan di atas hot plate selama + 15 — 20 menit hingga mendidih dan

terbentuk campuran yang homogen, kemudian disterilkan dengan autoclave

selama 15 menit pada suhu 12 anjutnya digunakan sebagai

media uji antibakterj oF:

d. Pembuat: i TY '

M na digunakan untuketiite amur terhadap KRami

Candidafalbicans adalah media PGA (Pelypentdhe Glucose Aga pepton

ditimbang 2"9/t, gl a5 J/Mdantag glfdmastkkan ke dalam dabu

bulat kg fitamba To). ofs imel flian
dipanaska as hot plategselam M‘i 20 it hingga me dan
terbentuk ca N yang.nomoge Tudian,e iiKG den utoclave
selama 15 meni --or..’:? Ot g digki :i\ i ii antijamur

terhadap jamur patogen A 5 NIg ‘ gl

‘.’

e. Uji Aktivitas Antimikroba dengan Metode Cakram

Suspensi bakteri 10° dan suspensi kapang 10° dipipet 1 ml
dimasukkan secara aseptis ke dalam cawan petri steril kemudian
ditambahkan media agar yang telah dibuat untuk masing-masing mikroba uji

sejumlah + 10 ml. Suspensi kuman yang telah diberi agar dalam cawan petri
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digoyangkan perlahan (10 kali ke kanan dan 10 kali ke kiri) untuk
memperoleh suspensi kuman yang tersebar merata pada media agar.
Uji antibakteri dilakukan dengan cara ekstrak larutan uji 1 mg/ml dan 2

mg/ml dipipet 20 pl dijerap secara aseptis pada cakram dengan diameter 6

mm hingga diperoleh zat aktif pada cakram sejumlah 20 pg. Cakram

dibiarkan kering, kemudiai aseptis pada permukaan media
yang telah beg t 37 °C selama 18 —

njukkan zona

dengan

ong (SOPE
arutan amoksisilin "2& mglnl da&lam metanol digun sebagai
standar™ antib terhadiap SEsEhdrichi@™ coli, hylocOCCugs aureus,
phosa, @@ S g¥iperlakuke a dengan

. _Sedangkan

cakram amisipsio
“ #

Ujigantijamil

konsentrasi 5 % --Vseptis pada cakram
sehingga diperoleh jum v am 100 pg/cakram. Cakram

dibiarkan kering pada sebuah cawan petri kosong yang steril kemudian

domona ruglnosaq an standar

an uji dengan

diletakkan secara aseptis pada permukaan media yang telah berisi kapang
uji. Media diinkubasi pada suhu 28 °C selama 3 — 5 hari. Isolat yang memiliki

aktivitas antijamur akan menunjukkan zona hambat bening pada sekeliling
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cakram. Zona hambat diukur dengan menggunakan jangka sorong. Larutan
itrakonazol 5 mg/ml dalam metanol digunakan sebagai standar antijamur dan

diberi perlakuan sama dengan ekstrak larutan uiji.

10. Uji Aktivitas Antioksidan

a. Uji Pendahuluan

Larutan uji de lempeng KLT
sejumlah 10 : : alKemudian
disemprotide lama 30

menit. Al clVawaantioksidar N te Bicak bery ing

r'oelakang ungu (32,

Radikal ametri
ng mempu L) M jan dilanjutH@]an
pengujian akw antigk make soghas D Larutan
uji dibuat dalapgberbage nseiir O 1‘-11 pRin) dengan

DPPH dan pengenceld eNgginak ‘ an@l.n.a. “datdin tabung reaksi.

Larutan uji 1 mg/ml dipipet ma ‘ﬂug}‘ PO ul, 150 pl dan 200 ul ke
dalam tabung reaksi kemudian ditambahkan 400 ul DPPH 0,4 mM dalam
metanol yang selalu dibuat baru dan cukupkan volume tabung reaksi dengan
metanol p.a hingga 2 ml (34). Larutan dalam tabung reaksi kemudian

dihomogenkan dengan vorteks dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30
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menit. Serapan diukur dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang
gelombang 516,5 nm. Untuk mengetahui persentase peredaman radikal
bebas (Lampiran 4) perlu dilakukan pengukuran terhadap serapan blanko
DPPH dengan cara 400 ul DPPH 0,4 mM dipipet ke dalam tabung reaksi

kemudian dicukupkan volumenya hingga 2 ml dengan metanol p.a. Sebagai

kontrol positif dan pembag iiemin C yang diperlakukan sama
dengan larutag t an 8 ppm.
Ekstrak - 8 nilai 1Csp kurang

dari yang mampu

- IKe 8 0 dapaigdiniidhg.ae ersamaan
| [Inear, (35). J
-
N
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
A. HASIL
1. Isolasi Kapang Endofit

Isolasi kapang endofit dari ranting dan daun tanaman Garcinia

mangostana yang dilakukg il isolasi sejumlah 24 isolat yaitu
19 isolat berag i ' | aun. Kapang endofit
tumbuh sétel : e[ N Bahwa sterilisasi
permiika ¢ z am D mikroba pada

per p_{afaman._sehingga™ise g dipekaleh divaKig kapang

en SKontrol sterilisasi dafekap@fg yalg mulai tumbultdapa at pada

Gam dan @i

Z.HSi dan Eks s A Sekunder d
%nta i menggunakail DYMD 20 isolat

-‘r 1“ dan .@ilakukan secara

kapang eRgofil™s
bertahap berdasa setelah dimurnikan
pada medium PDA.

Hasil ektraksi metabolit sekunder diperoleh 60 ekstrak yaitu 20 ekstrak
etil asetat (disingkat dengan EA), 20 ekstrak n-butanol (disingkat dengan B)
dan 20 ekstrak metanol (disingkat dengan M). Morfologi kapang yang

difermentasi secara makroskopis dan mikroskopis dapat dilihat pada Gambar

37
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4 — 43 dibandingkan dengan pengamatan mikroskopis kapang dari literatur,

sedangkan hasil fermentasi dan hasil ekstraksi dapat dilihat pada Tabel 2.

3. Identifikasi Mikroba Uji

a. Identifikasi Bakteri Uji

Identifikasi terhadap bal

dengan pewarnaan £ K :
1. Staphylocog€s

Pad * Illl' effigarna
i a. Setelah di S

AKURKANB aan

akukan secara mikroskopis

kuning

Gram, i ) unjukkan bakierr-perpgmtuk

bulat, b s ] an berwarna uao. njukkandakwva

P
ulawkasar.

Degmukaan agar

bakteri @
2. Bacillus @

Padwium ag KOIG
eyt

f

Permukaan agaselds

B..0len

berwarna putih se .

dilakukan pewarnaan Gra ‘tw y berbentuk batang,

berwarna ungu dan merupakan bakteri Gram positif (Gambar 3.b).

Kroskop setelah

3. Escherichia coli
Pada medium agar, koloni terlihat berbentuk bulat kecil (halus)

berwarna putih. Pengamatan di bawah mikroskop setelah dilakukan
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pewarnaan Gram menunjukkan bakteri merupakan Gram negatif dengan ciri
mikroskopik berbentuk batang dan berwarna berwarna merah (Gambar 3.c).
4. Salmonella typhosa

Pada medium agar, koloni terlihat berbentuk bulat, berwarna putih.

Pengamatan di bawah mikroskop setelah dilakukan pewarnaan Gram

menunjukkan bakteri berbgs gerwarna merah (Gambar 3.d).
5. Pseudomong u
arna hijau setelah

el piosoanin

usi padaJnedi gamatan

KToskop setelah '€ bakteri
batg of: : 3 T1e bakteri

sfam ned

b. Idenﬁi Jam

1. Candid
ebal berwarna putih
sampai kekuningan, i%a mikroskopis terlihat
koloni membentuk serangkaian blastospora berbetuk bulat telur sepanjang
hifa (Gambar 3.f).
2. Aspergillus niger
Kapang yang ditanam pada medium agar tumbuh membentuk koloni

kapang yang berwarna hitam setelah tumbuhnya konidia. Secara mikroskopik

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



40

terlihat hifa yang tidak bersekat, transparan dan tidak bercabang. Ujungnya

berbentuk bulat dengan konidia yang mengitarinya Gambar 3.9).

4. Uji Aktivitas Antimikroba

Uji aktivitas antimikroba dengan metode cakram memberikan hasil

yang dapat memenuhi Kriteria gya diameter zona hambat

terhadap mikroba Jo g hambat yang
dapat diteri ( I : ht@lk menurut
standard 3
2 HY
terhadap bakté

konsentra ug/cakram dengs
bakteri IS subtilis @& 5 n terhadap bakteri uji Star
aureus (Gambar 44 — 45). S Ok n "R dengan ko

pg/cakram m#f‘rlk w\.’ ngah‘erpreta5|

reS|Sten yaltu g i LY OCCLU

Sebagian besw @' b Wambat terhadap

bakteri Bacillus subtilis dan ‘.Ri"‘ : ada konsentrasi rendah

20 pg/cakram namun tidak memberikan zona hambat pada bakieri Gram

asi 20

negatif. Pada peningkatan konsentrasi ekstrak yang dijerap pada cakram
menjadi 40 pg/cakram memberikan hasil adanya diameter zona hambat

terhadap bakteri uji pada beberapa ekstrak yang sebelumnya tidak memiliki
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zona hambat pada konsentrasi 20 pg/cakram. Hasil pengukuran diameter
zona hambat terhadap bakteri uji dapat dilihat pada Tabel 3 dan 4.

Uji aktivitas antimikroba  yang dilakukan terhadap kapang uji
memberikan hasil bahwa sebagian besar ekstrak yang diuji dengan

konsentrasi 100 pg/cakram memberikan zona hambat terhadap khamir

Candida albicans terutg < . etat. Zona hambat terbesar
terhadap Ca Al - R3.B, R13b.B, dan
R21B vy ’ ang.uji Aspergillus

nigest a > [ ] - 0.y R19.EA,

BoF g hantk pesar _ag - Gambar
ngukuran diamgier a jfiambat terhadap_ka ji dapat

—d

dapat dilihat pada Gambar 3 dan Tabel 4.

Uji aktivitas antioksidan terhadap radikal DPPH secara spektrofometri
diperoleh hasil 4 ekstrak memiliki nilai 1Cso kurang dari 200 pg/ml yaitu

ekstrak R18.B dengan nilai ICso sebesar 107,71 ug/ml, ekstrak R3.B sebesar
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131,80 pg/ml, ekstrak R3.M 170,97 pug/ml, dan ekstrak R19.B sebesar 189,73
ung/ml. Sedangkan tiga ekstrak lainnya memiliki nilai I1Cso lebih dari 200 ug/ml
yaitu ekstrak R2.M sebesar 200,65 pg/ml, ekstrak R9.EA sebesar 206,97
ug/ml, dan ekstrak R7.EA sebesar 455,30 pug/ml. Vitamin C yang digunakan

sebagai pembanding dan kontrol positif gagmiliki nilai 1Cso sebesar 3,11 ug/ml.

Hasil uji aktivitas antioksid ecara spektrofotometri
dapat dilihat pada |

B. PEMB L )
pstana agai
kKhusus Asia telah bangak @itelil#dan telah diperd

menghasilka fa-senyaw iy aRgmSan gal” bermanfae

Salah

asiatnya yang ebagai antio

ai tanam terus

3 nge"manggis
DN

dilakukan deng iselasi kanang endofit dar tanaiie

Isolasi kapa ( Pj kukan dengan
menggunakan standar teknik sering digunakan. Isolasi

kapang endofit dari suatu simplisia diawali dengan proses sterilisasi

antimikrob h sebab

d|kembangkaﬂad ‘,.y‘

permukaan. Tujuan dilakukannya sterilisasi permukaan adalah untuk
menghambat pertumbuhan mikroba pada permukaan simplisia. Beberapa

metode yang dilakukan untuk sterilisasi permukaan mampu menghambat
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pertumbuhan mikroba pada permukaan simplisia. Alkohol 70% digunakan
sebagai bahan untuk sterilisasi permukaan karena alkohol 70% telah
direkomendasikan sebagai konsentrasi optimum untuk desinfektan yang
berfungsi sebagai bakterisid dan fungisid. Sterilisasi permukaan juga

dilakukan menggunakan alkohol 95% sebab pada dasarnya alkohol dengan

berbagai konsentrasi anta apat membunuh mikroba dengan

cepat (36). Ng 5 nka 0 an untuk sterilisasi

permukaghl s aC , Al ra yang berdinding
c angl sporulasi
disebabKan ole ampuan

erusak DNA

g endafit dé Iagf@nting e daun an pada
mee VI seba (i Airi karbohté 0, diserap
cend ¥ lebih lambatolel A )gga mediudaik bagi
perturm kapa _ E: !I c ikan kewgan antara
pertumbubag deng :i-\_._.,,_ antibiotik

kloramfenikol Dert#tian _un q ‘ an =pe btthan mikroba yang tidak
diinginkan (8). Oleh seb hwi' b asi diyakini adalah endofit.

Kapang endofit yang diisolasi tumbuh setelah 14 — 30 hari. Hal ini

disebabkan oleh kapang endofit yang bersifat lambat tumbuh (Slow grower).
Kapang yang berhasil diisolasi lebih banyak berasal dari ranting dibandingkan

daun. Faktor keberhasilan untuk dapat mengisolasi endofit tergantung dari
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densitas (kerapatan), lokasi hifa pada jaringan tanaman dan spesies fungi
yang terdapat pada jaringan tanaman (40).

Kapang endofit yang telah tumbuh dimurnikan ke dalam medium PDA
untuk memperoleh endofit yang benar-benar murni. Medium PDA

mengandung karbohidrat yang lebih mudah dicerna oleh kapang

dibandingkan CMM sehingga pg it pada media ini umumnya
lebih cepat (39).
Kapangiénc 0 ikroskopis

untuk mene ? g € ' S gaatan

secara epiSVang. dilakukan B dapat mengidentifikasL.see elas

jenis kapag-yang diperoleh selab g diperoleh ifik

secara pIRresKopis perapamiso e nunjukka ikros ng
hampir 3 ifikasi ré IS a
oleh bentt dan konidia o A tilk

5). Namun%rap e

bahkan tidak ditemulani : eng [a0-fRikroskopis.

diperole Kan
ang Aspergilld Ambar

ma atau

Hal ini mungkin disebaBkan olehsken i A ha epagian besar kapang
endofit ternyata tidak memprogtiksi M“ ra (16). Oleh sebab itu,
perlu dilakukan identifikasi secara molekular untuk mengetahui jenis kapang
endofit yang telah berhasil diisolasi (16, 41, 42).

Fermentasi dilakukan untuk memperoleh senyawa metabolit yang

dihasilkan oleh kapang endofit. Medium PDY dipilih sebagai medium

fermentasi sebab PDY mengandung nitrogen sebanyak 10,6% dari yeast
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extract dan 1% dari PDB sehingga total nitrogen yang terkandung dalam
medium ini merupakan total nitrogen yang berasal dari yeast extract dan
PDB. Nitrogen sebagai salah satu makronutrien yang penting bagi
pertumbuhan mikroorganisme, metabolismenya oleh mikroorganisme

mempunyai hubungan dengan kecepatan produksi antimikroba (43).

Hasil fermentasi iekstraksi dengan menggunakan

pelarut organi 2daan polaritas untuk
dapat g i & lkarm dari proses

fermg aJe ik V& F al hutanol, dan

me 3, 17, 3 Kstraks : ari pelarut

onpolar dari pelarut aitu etil asetat; = odtanol dan

ya .

ter@@akMredengagmetanc af 0 al taffapaweal untuk

me golond s ; a dihas A, proses

ferme untuk me 0 A elaah profil fitokimHsenyawa

tersetm : : r
Wl A/ N\

hagaiksantimikroba dan

antioksidan. Ufji~aktiv i?iim' ‘ diawall dengan melakukan identifikasi

mikroba uji yang digu ¥ mne an bahwa mikroba uji yang
digunakan adalah mikroba patogen seperti yang dimaksud pada tujuan
penelitian. Konsentrasi ekstrak pada cakram disesuaikan dengan konsentrasi
standard antimikroba cakram yang ada di pasaran (45).

Standar yang digunakan sebagai antibakteri disesuaikan dengan

antibakteri standar yang tersedia di Laboratorium Mikrobiologi Farmasi Ul.
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Standar antibakteri yang digunakan untuk Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhosa, dan Bacillus subtilis adalah amoksisilin sebab
berdasarkan percobaan bakteri-bakteri tersebut mampu menunjukkan
sensitifitas terhadap amoksisilin sedangkan Pseudomonas aeruginosa tidak

menujukkan sensitifitas terhadap amoksisilin sehingga standar yang

digunakan adalah gentamisin. 8 igunakan sebagai antijamur

adalah itrakonazol dj ang beredar di

pasaran sebagel ) sebagai
standar ujifa il iseDe istatin

yang se

ampat yang dibe ak uji terhadap
bervariasi. Pengan p gkata : jadiFperub n diaf Zona

hambat antibakte

g St ak mend ona
hambatbsentrasi 20 pg/ca A ’ a hambat da rukur

di sekitar cakram. Masih terlalu dini untuk menyimpulkan bahwa ekstrak

tersebut tidak mempunyai aktivitas antibakteri karena ekstrak yang diuji
bukan zat murni. Ada kemungkinan ekstrak menunjukkan aktivitas antibakteri

pada konsentrasi yang lebih tinggi lagi atau bila dilakukan ekstraksi secara
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sinambung dan zat murni dapat diisolasi (15). Pada uji antijamur, digunakan
konsentrasi yang lebih tinggi sebab pada umumnya antijamur dapat
memberikan efek pada konsentrasi yang lebih tinggi (46).

Uji pendahuluan aktivitas antioksidan dilakukan untuk mengetahui

ekstrak mana yang mempunyai aktivitas antioksidan. Uji ini dilakukan dengan

penotolan pada lempeng gan meode ini pada konsentrasi
kecil dapat me E il an setelah disemprot

dengan |gfuts jumlah ekstrak uji

dengai.metode” DRE etode ini
dpat digunakan padaTsgfua jenis
junakan

a larutan

arna DPPF adi karena

, de%rogen dari

DRPH-H) (23,47) .

DPP ara spektrof

kelebwktro -

f {

Secara umém, ek itif "SEpagar antioksidan diyakini

antioksidapssemg

memang memiliki aktivi n 5:“;:1‘ . senyawa dikatakan memiliki
aktivitas antioksidan bila nilai 1Cso kurang dari 200 ug/ml. Hasil uji aktivitas
antioksidan dengan metoe DPPH menunjukkan 3 ekstrak memiliki nilai ICsg
lebih dari 200 pg/ml. Akan tetapi, nilai ICso yang lebih besar dari 200 pg/ml

tidak menutup kemungkinan juga potensial memiliki aktivitas antioksidan
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sebab nilai ICso yang lebih besar dari 200 ug/ml tersebut merupakan nilai ICsq
dari ekstrak kasar bukan hasil isolasi senyawa murni fitokimia (48, 49). Oleh
sebab itu, perlu dilakukan metode pemisahan untuk mengetahui senyawa-
senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Hasil uji aktivitas antioksidan

menunjukkan bahwa ekstrak yang memiliki aktivitas antioksidan terbaik

adalah ekstrak n - butanol R18B £07,71 pg/ml.

Ekstrak yang a ak dari pelarut

organik dengan [ | aktifitas
antioksidg . : atai ' @pang

endofit ¢

kimia yang, dihasilkan selama fe
kapangi@lan merupakasenyawayangdapatiarutada ma

antioksida fgan menoau ) dak dapa

sebab menemu ?n kesulitan alat Fhik melaku fanliofilisasi sup

pLra /N>

1-1;—-'
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:
1. Sebanyak iisolasi dari tanaman

nting dan 5 isolat

2. : ftabolit.hasil fermMeniasi at kapang

an Garcinia mangostaga imemiliki

B3 subtilis;“Escherichia

0 ybhosa @ /lococcus

g
To it n diela@lbicans dan A gillus niger.

- " a k%ndofit yang

Ki akiivitas antioksidan

3. HM aktivita

a,-—f

diisolasixds

49
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B. SARAN
Mengingat penelitian yang dilakukan masih belum sempurna, maka

disarankan:
1. Melakukan pemisahan senyawa-senyawa pada ekstrak yang diuji

sehingga dapat diketahui kemurnian dari ekstrak yang telah diuji

aktivitasnya.
2. Melakukan engetahui  jenis
kapang € : ingga dapat
dibuidic
lain

ingoa dapat lebih diketa emampuan aktivitas an

4. percoba .- 0 denga

dapat lebih d i :‘ anfioksidan dari se

-0~
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b. Bacillus subtilis

v ‘&-’.’;L

f. Aspergillus niger g. Candida albicans

Gambar 3. Identifikasi mikroba uji dengan pewarnaan Gram secara
mikroskopik (perbesaran 400 kali)

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008

61



62

Gambar 4. Hasil pg dofit R1 yang
diisolasi dari ranti . pk depan, b.

Gambm
perbesaran f
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' g lendofit R2
: ampak depan.
Qh: adap

Witas

Gambar 7. Hasil pengamatan secara mikroskopik (perbesaran 400 kali)
(a. isolat kapang endofit R2, dibandingkan dengan b. Kapang dari Genus
Cladophialophora (50))
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Gambar 8. lofit R3
dari ranting te 3 t ik Np& Ve mpunyai
aktivita 2 s aS pdnRyai
aktivitas ' ada eKs netanol c AllEid Cso ml

Gambar 9. Hasil w : ) aran 400 kali
(a. Isolat kapang endo I gka n BT Kapang dari genus
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Gambar 12 %‘ ( ki } endofit
D5a yang : G aR
1 AkAll

Gambar 13. Hasil pe ran 400 kali (a.
Isolat kapang endofit D5a,-éi . Kapang dari Genus
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Gambar, —me m.‘d—ﬁ‘ esaran 400 kali (a.

Isolat Kapa g dari Genus
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Gambar 16. dqfit R6
yang diisele 3 ' -EHF: < depan,

Gambar 17. Hasil pelldamataasseca “W* ran 400 kali (a.
Isolat kapang endd Dadid Qi ar #nhg dari Genus
Cladophialephosa (5
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Gambar 18.
yang diisqla

at kapang endofit R7
Tampak depan)

1;':;*- rbehn 400 kali (a.

pang dari Genus

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



70

Gambar 20. Hasi
yang diisolasidari

ndofit R9
depan,

Gambar 21. iL DN : ISk 888an.400 kali (a
Isolat kapang i E ja*Genus
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Gambar 2
yang diig

apang endofit D10
npak depan, b.

Gambarg28 alc i C 1KiQ oik nersesaran 400 kali (a.
Isolat Rap . . ang dari genus
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Gambar 24. Hasi

R13A yang i
a

£

Gambar 25. ikpeN0s 1 S€ s : akai4e0 kali (a.
Isolat kapang g ing| : T Genus

pang endofit
ampak
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ang endofit
Tampak

Gambar 27.
Isolat kapang

pEsaran 400 kali (a.
Kapang dari Genus

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



74

Gambar 28. o: : ! lofit D14
yang diisolasi : ,

Gambar 29. Hasil p ran 400 kali (a.
Isolat kapang endofit . di ( - . Rapang dari Genus
Cla
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Gambar 372 2 ! andofit
R15b yand ' [ ak

i
ngka

Microspore

aran 400 kali (a.
b. Kapang dari Genus

Gambar 33. Hasil pM‘

Isolat kapang endofit R15b ;krr

0))
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Gambar34. o ‘ ) g endofit R17
yangydi mpak depan,

Gambar 35. H
Isolat kapang e
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Gambal ,
yang dilsg 2 : gostana (d-
b. Ta belakang) yang mempt itas antioksidan terpaik

Courtasy of
The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library
Produced by: David Ellis and Roland Hermanis
Copyright © 2003 Doctorfungus Corporation

Gambar 37. Hasil pengamatan secara mikroskopik perbesaran 400 kali (a.
Isolat kapang endofit R18, dibandingkan dengan b. Kapang dari Genus
Microspora (50))
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dofit R19
k depan,

| |
I .

Gambar 39. Hasil'p :’; KOPIK perbesaran 400 kali (a.
Isolat kapang endofit dibaind ngan b. Kapang dari Genus

Cladopftalophora (50))
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Gambar 40. Hofit R20
yang diisglas ' 5 depan,

Gambar 41. Hasil pengamatan.se
Isolat kapang endo

ik perpesaran 400 kali (a.
ang dari Genus
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g endofit R21
2k depan,

Gambar 43. Ha
Isolat kapang endofl

: rbesaran 400 kali (a.
dengan b. Kapang dari Genus

0))
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penentuane (stra rmentasi
Rdofit )

ol hasjLekstrakst i
02 sentr g/
cakram 'niempunyai diameter 'z hamb arsial
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"' engan konWGO ug /
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R21.B = Ekstrak n — butanol hasil ekstraksi fermentasi
kapang endofit R21 dengan konsentrasi 100 ug /
cakram mempunyai diameter zona hambat terhadap
Candida albicans 10,00 mm

Std = Larutan standar Itraonazol dengan konsentrasi 100
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Tabel 1

Hasil isolasi kapang endofit dari ranting dan daun tanaman
Garcinia mangostana

No. Kode Bagian Tanaman
Isolat

R1 Ranting
R2 Ranting
R Ranting

1.
2
3

6

LN
> <
< s

89
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Tabel 2

Isolat kapang endofit yang difermentasi dan hasil ekstraksi dengan pelarut
organik metanol, n — butanol dan etil asetat

Kode Kode Ektrak
Isolat Etil asetat (EA) n — butanol (B) Metanol (M)
R1 R1.EA R1.B R1.M
R2 R2.EA 2. R2.M
R3 R3. EA R3.M
D4.M

D4 D4. EA
D5a B A D5a.M
D5b A .M
R6 -

R7
R9

R2
R2

Keterangan : '4

1. Huruf pe

Huruf kedua (a &
tanaman yang samay
berbeda morfologi

4. Huruf ketiga dan keempat menunjukkan pelarut organic yang
digunakan untuk mengekstraksi metabolit sekunder dari hasil

fermentasi.

W™

ium isolasi namun

Contoh : D5a.EA, D =daun
5a = penanaman daun yang kelima, morfologi a

EA = diekstraksi dengan Etil asetat
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Tabel 3

Hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak hasil fermentasi dengan
konsentrasi 20 ng / cakram terhadap bakteri uji

Kode Diameter zona hambat (mm)

Ekstrak E.coli S.typhosa P.aeruginosa S. aureus B. subtilis
R3.M - - 6,25 - -
R6.M - - 6,25 - -

6,35 -

R7.M -
R9.M 6, 35 -
R13a.M @ 6,35
6,35

o I
:!
S

D5a.EA - - -
D5b.EA - 6,20 7,60 6,30

Keterangan : (p) = zona hambat parsial

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008



Tabel 4

Hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak hasil fermentasi dengan
konsentrasi 40 ng / cakram terhadap bakteri uji

Kode Diameter zona hambat (mm)

Ekstrak E.coli  S.typhosa P.aeruginosa S.aureus B. subtilis
R3.M - - 7,10 (p) 6,30 7,45 (p)
R6.M - - Q. (D) 6,20 -

R7.M - - 6 50 -
RI9.M - 0 6,35
R13a.M 7,35 (g G 6,90
R13b.M 7.25 (p)
R18.M 00 (p)
R19.M 0 (p)
R3.EA

R6.EA
R7.EA
R9.E
R13a.f
R13b.
R18.E
R19.E
R3. 6,30
R6.B 0
R7.B 0
R9.B
R13a.B
R13b.B
R18.B
R19.B
R2.M
D5A.M
D5B.M - ) -
R21.M - 6,25 - 6,10 6,40 (p)
R21.EA 6,30 6,25 6,10 6,25 6,40 (p)
R21.B - 6,25 - 6,40 6,40 (p)

Keterangan : (p) = zona hambat parsial

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008
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Tabel 5

Hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak hasil fermentasi dengan
konsentrasi 100 ng / cakram terhadap kapang uji

Kode Diameter zona hambat (mm)
Ekstrak C. albicans A. niger
R3.M - .

R7.M
R0 15 (p)

R7.EA

k

E.-'..
<o

R10.E
R13k
Rl9 -

J_J
- -y

"-"

"'"4"

Keterang

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008
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Tabel 6

Hasil uji pendahuluan antioksidan ekstrak metabolit sekunder hasil fermentasi
kapang endofit dari tanaman Garcinia mangostana

No. Kode Ekstrak Pengamatan setelah 30 menit

Hasil Keterangan

Samar
2. nar

ne

o~
SAB S_,J

t—r

Skrining Kapang..., Renita Rachmayani, FMIPA Ul, 2008
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Tabel 7

Hasil uji aktivitas peredaman terhadap ekstrak mebolit sekunder hasil
fermentasi kapang endofit dari tanaman Garcinia mangostana

Larutan uji Konsentrasi Serapan Serapan Aktivitas ICso
(ppm) blanko sampel peredaman (%) (ug/ml)
Vit C 2 0,8521 0,5592 34,39 311
4 0,2913 65,85
6 0,1870 78,05
8 471 94,48

5,04
2,71

200,65

50 0,5093 46,54
75 0,4830 44,56
100 0,4346 50,17
R19.B 25 0,7257 0,5253 217,62 189,73
50 0,4706 35,15
75 0,4683 35,47
100 0,4502 37,96
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Lampiran 1

Hasil determinasi tanaman Garcinia mangostana L

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
( Indonesian Institute of Sciences )

PUSAT KONSERVASI TUMBUHAN - KEBUN RAYA BOGOR

( Center for Plant Conservation - Bogor Botanical Gardens )

Jalan Ir. H. Juanda No. 13 eBox 308 Bogor 16003, Indonesia

Telepon (0251) A2218 BE20. 3113682, 352518, Fax, 62 (251) 322187, 313985
g-mail :© knblipi gloc@indo. net.id

2007
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Lampiran 2

Bagan Tahapan Penelitian

@

()

Sampel tanaman

o)

UJI AKTIVITAS
ANTIMIKROBA DAN ANTIOKSIDAN
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Lampiran 3
Bagan tahapan isolasi kapang endofit

Sampling tanaman

'

Cuci bersih dengan air mengalir

Potong ranting menj m, daun ukuran 1 x 1 cm

Tanam pada medi M, inkubasi 14 — 30 hari

|

Pemurnian

|

Peremajaan
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Lampiran 4
Cara perhitungan ICsg
Persentase peredaman terhadap radikal DPPH dihitung dengan

menggunakan rumus sebagai berikut:

% Peredaman x 100 %

()
b T 4

Keterangan: '

A blank anko DP pada aksife DP
A sampie pan DEE elah dircaksi depg mpel

Nilai IC5W dengan me L-la ﬁ an esi linier anu
konsentrasvn % pereda ya g L

y = % peredaman ﬁ&'ﬁ\ Y

x = konsentrasi Sa

Dengan mengganti faw
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Lampiran 5

Pembuatan suspensi kuman sesuai pengenceran kuman standard Mc.
Farland Il

Hitung koloni mikroba
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