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Isolation of Polyhidroxy Compound from Sawi Langit's Leaves (Ageratum
conyzoides Linn.) Biomass Fungi Active Antibacterial Extract

Indi Silvia
08061381520065
ABSTRACT

Sawi Langit plant (Ageratum conyzoides Linn.) is a wild plant used for healing
discases caused by diarrhea and abscess. This plant has etnomedicine history as
pathogen infection remedy. and is promising as a candidate to obtain antibacterial
activity from endophitic. The utilization of endophitic fungi is one of efficient
method to obtain antibacterial substance. This research was initialized by the
extraction of endophitic fungi biomass via soxhletation and was evaporated until
methanol thick extract was obffined. Biomass methanol extract was being done
antibacterial activity test against FEscherichia coli, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis bacteria. Methanol extract that gave
strong cathegory of activity (DSLI) was then separated and purified with
chromatography method. Pure substance which was successfully isolated has the
form of white crystalline. The following analysis was molecular structure analysis
using spectroscopy which included spectroscopy infrared, "H-NMR and BC-NMR.
Based on spectroscopy data analysis and literature data, the result of isolation
substance is mannitol.

Keyword (s) : endophitic fungi,Agerafum conyzoides Linn. Leaves, UV, IR, 'H-NMR, ®C-
NMR, and DEPT-135 antibacteri, mannitol.




Isolasi Senyawa Polihidroksi Intraselular dari Ekstrak Aktif Antibakteri
Jamur Endofitik Daun Tanaman Sawi Langit (dgeratum conyzoides Linn.)

Indi Silvia
08061381520065

ABSTRAK

Tanaman sawi langit (Ageratum conyzoides Linn.) merupakan tanaman liar yang
digunakan untuk mengobati penyakit yang discbabkan oleh bakteri seperti diare
dan bisul. Tanaman yang memiliki sejarah etnomedisin sebagai obat infeksi
bakteri patogen, merupakan kandidat yang menjanjikan untuk mendapatkan
senyawa antibakteri dari jamur endofitiknya. Penggunaan jamur endofitik
merupakan cara yang efisien untuk memperoleh senyawa antibakteri. Penelitian
ini diawali ekstraksi biomassa jamur endofitik secara sokletasi dan dievaporasi
@mpai didapatkan ekstrak pekat metanol. Ekstrak metanol biomassa dilakukan uji
aktivitas antibakteri  terhadap bakteri Escherichia coli, §glmonella typhi,
Staphylococcus aureus, dan Bacillus subtilis. Ekstrak metanol yang memberikan
aktivitas kategori kuat (DSL1) dilakukan pemisahan dan pemurnian senyawa
murninya dengan teknik kromatogifi. Senyawa mumi yang berhasil diisolasi
berupa kristal putih. Selanjutnya senyawa murni dianalisis struktur molekul
dengan spektroskopi vang meliputi spektroskopi inframerah. 'H-NMR dan '’C-
NMR. Berdasarkan analisis data spektroskopi dan data literatur, maka senyawa
hasil isolasi adalah mannitol.

Kata Kunci: Jamur endofitik, daun Ageratum conyzoides Linn., UV, IR, 'H-NMR, BC-NMR,
dan DEPT-135 antibakteri, mannitol.
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1  Latar Belakang

Antibiotik merupakan suatu senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh
mikroorganisme sebagai metabolit sekunder ng berfungsi untuk menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Senyawa ini bekerja dengan cara merusak dinding
sel, mengubah permeabilitas membran, mengganggu sintesis protein dan
menghambat kerja enzim (Pelczar dan Chan, 2008). Sebagian besar senyawa
antibiotik yang digunakan merupakan senyawa kimia sintetik yang berbahaya dan
tidak aman bagi keschatan jika dikonsumsi dalam jangka panjang karena memiliki
efek samping tertentu. Penyalahgunaan antibiotik menyebabkan resistensi atau
kuman tidak dapat dilemahkan oleh antibiotik sechingga menjadi masalah dalam
bidang keschatan (Tirtodiharjo, 2011). Penelitian untuk mencari antibiotik baru,
perlu terus dilakukan untuk mengatasi permasalahan resistensi ini. Salah satunya
bersumber dari bahan alam.

Jamur endofitik adalah mikroorganisme yang hidup didalam jaringan
tanaman, daun, akar, buah, dan batang yang merupakan salah satu bahan alam
vang berpotensi untuk menghasilkan antibiotik.Jamur ini hidup bersimbiosis
dengan cara mendapatkan nutrisi hasil metabolisme dari tanaman (Tanaka et.al.,
1999). Cairan tubuh dari jamur endofitik dibedakan menjadi cairan intraseluler
dan cairan ekstraseluler. Cairan intraseluler merupakan cairan yang terdapat di
dalam tubuh sel jamur endofitik, yang di sebut juga dengan biomassa jamur
endofitik. Sedangkan cairan ekstraseluler merupakan cairan yang terdapat di luar

tubuh sel. yang biasa disebut sebagai isolat jamur endofitik. Untuk mendapatkan




jamur endofitik yang dapatmenghasilkan antibiotik maka dipilih dari tanaman
inang yang biasa digunakan untuk obat antibakteri.

Sumber tanaman yang mengandung metabolit sekunder yang berkhasiat
obat salah satunya adalah aman sawi langit. Tanaman ini merupakan tanaman
liar yang mudah ditemukan di Indonesia. Di Indralaya tanaman sawi langit ini
digunakan masyarakat untuk mengobati penyakit vang disebabkan oleh infeksi
bakteri seperti diare dan bisul. Menurut Heyne (1987), secara tradisional aman
sawl langit digunakan sebagai obat diare, luka dan antiinflamasi. Tanaman ini
juga bermanfaat sebagai obat lka baru, luka berdarah, bisul, eksema dan berbagai
penyakit lainnya yang disebabkan oleh adanya infeksi bakteri.

Hasil studi literatur diketahui bahwa tanaman sawi langit mengandung
senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, kumarin, minyak atsiri,
tanin, chromene, benzofuran dan terpenoid. Daun dan bunga tanaman ini
mengandung senyawa saponin, flavonoid, polifenol, dan minyak atsiri (Kamboj
dan Saluja, 2008; Syamsuhidayat dan Hutapea, 1991). Senyawa fenol berfungsi
sebagai desinfektan yang digunakan untuk membunuh mikroorganisme yang
bersifat patogen. Senyawa polifenol yang terkandung di dalam daun dan bunga
sawi langit memiliki aktivitas antibakteri (Rahman, 1997).

Penelitian sebelumnya telah dilakukan isolasi terhadap enam ekstrak jamur
endofitik dari daun dan batang sawi langit. Selain itu, dilakukan juga olasi
metabolit sekunder dari ekstrak aktif antibakterijamur endofitiknya. Pada
penelitian ini akan dilakukan isolasi senyawa polihidroksi dari ekstrak aktif

antibakteri terhadap biomassa jamur endofitik. Penelitian ini diawali dengan

kultivasi jamur endofitik dari daun tanaman sawi langit dalam media PDB selama




6 minggu, yang dilanjutkan dengan ekstraksi biomassa kering jamur endofitik.
Sectiap ckstrak diuji aktivitas antibakteri dengan bakteri uji Escherichia coli,
Salmonella typhi, Bacillus subtilis, dan Staphylococcus aureus. Terhadap ekstrak
aktif dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa polihidroksinya.
2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas dapat dirumuskan masalah sebagai
berikut :
1. Bagaimana potensi aktivitas antibakteri dari ekstrak biomassa jamur endofitik
daun tanaman sawi langit ?
2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa polihidroksi dari ekstrak aktif biomassa
jamur endofitik daun tanaman sawi langit ?
1.3  Tujuan Penelitian
Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini antara lain :
1. Melakukan skrining aktivitas antibakteri senyawa aktif hasil isolasi dari
ckstrak biomassa jamur endofitik,
2. Mengidentifikasi senyawa polihidroksi dari biomassa jamur endofitik daun
(1]
tanaman sawi langit.
1.4  Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan didapat dari penelitian ini antara lain
memberikan bukti ilmiah mengenai aktivitas antibakteri dari ekstrak biomassa
jamur endofitik daun tanaman sawi langit dan memberikan landasan ilmiah untuk
pengembangan senyawa aktif hasil isolasi i ekstrak biomassa jamur endofitik

daun tanaman sawi langit.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA
21 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Sawi Langit (Ageratum

conyzoides L.)

Gambar 1. Tanaman sawi langit (Badan POM RI, 2008)

Ageratum conyzoides L. merupakan tanaman herba tahunan yang tersebar
di seluruh dunia khususnya daerah tropis dan subtropis. Tanaman ini dapat
tumbuh hingga ketinggian 1 meter. Tanaman ini memiliki bulu putih halus yang
menutupi batang dan daun (Shekar dan Goyal, 2012). atang berbentuk bulat dan
daun tunggal bertangkai yang letaknya berhadapan dan bersilang. Tepi daun
bergerigi dengan panjang hingga 10 cm dan lebar hingga 7 cm. Bunga majemuk,
berwarna ungu (Badan POM RI, 2008). Klasifikasi tanaman sawi berdasarkan
Natural Resources Conservative Service (Karlesz, 2012)bagai berikut.

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Superdivisi  : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas - Asteridae




Ordo : Asterales

Famili . Asteraccac

Genus . Ageratum

Spesies : Ageratum conyzoides Linn.

Tanaman sawi langit merupakan tanaman pioneer yang dapat tumbuh di
daerah yang rusak. yang kemudian akan menjadi tanaman yang dominan schingga
akan membentuk koloni tersendiri. Tanaman ini juga memiliki kemampuan untuk
bertahan terhadap serangga dan penyakit yang menyerang tanaman. Tanaman ini
termasuk sebagai gulma yang berbahaya untuk tanaman pangan seperti padi-
padian dengan cara menginvasi lahan pertanian dan mengganggu komposisi dari
komunitas yang ada (Ming, 1999).

2.2  Manfaat anaman Sawi langit (dgeratum conyzoidesL.)

Secara tradisional tanaman sawi langit (Ageratum conyzoides) merupakan
tanaman obat tradisional yang digunakan masyarakat untuk berbagai pengobatan
scperti scbagai stimulan, analgesik, antipiretik, antitoksik, antiinflamasi, diuretik,
karminatif, antidiare, antimikroba, antidiabetes, antikanker dan antioksidan
(Dalimartha, 2000: Janarthanan et al., 2016). Penelitian yang dilakukan olch
Wijayanti (2007) melaporkan bahwa ekstrak daun Ageratum conyzoides bersifat
sitotoksik terhadap sel myeloma dengan LC50 sebesar 20,707 pg/ml. Penelitian
vang dilakukan oleh Achuwa (2006) melaporkan bahwa ckstrak kloroform daun
sawi langit dapat menghambat pertumbuhan virus Newcastle Disease.

Penelitian engenai potensi Ageratum conyzoides di bidang kesehatan
terus dilakukan. Salah satunya adalah potensinya sebagai obat antikanker.

Penelitian yang dilakukan oleh Rahim etal. (2012) menguji sifat toksisitas dari




senyawa metabolit sekunder dari tanaman sawi langit yang menunjukkan bahwa
ckstrak n-heksana Ageratum conyzoides L. bersifat toksik terhadap larva Arfemia
salina Leach dengan LCs; sebesar 19.906ug/mL. Nasrin (2013) juga
membuktikan bahwa ekstrak metanol batang sawi langit memiliki boaktivitas
ng sangat besar dan bersifat toksik terhadap larva Artemia salina Leach dengan
nilai LCsp sebesar 1.32 ug/mL.
3 Kandungan Kimia dan Aktivitas Biologis Tanaman Sawi Langit
Secara umum Ageratum conyzoides mengandung banyak sekali senyawa
bioaktif diantaranya flavonoid, alkaloid, kumarin, minyak atsiri, tanin, chromene,
benzofuran dan terpenoid (Kamboj and Saluja, 2008). Sclain itu banyak juga
senyawa ang telah diisolasi dan diidentifikasi dari tanaman Ageratum

conyzoides, diantaranya kaempferol (a), quercetin (b), eupalestin (c), stigmas-7-

en-3-ol (d), fitmaric acid (e) dancaffeic acid(f)(Nyunai et al., 2010).
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Gambar 2. Senyawa kimia yang diisolasi dari tanaman sawi langit : kaempferol (a),
quercetin (b), eupalestin (c), stigmas-7-en-3-ol (d), fumaric acid (e), dan caffeic
acid (f) (Nyunai ef al, 2010).

Senyawa kimia yvang diidentifikasi dari fraksi bioaktif ekstrak heksana dari
tanaman ageratum conyzoides yaitu dua senyawa flavonoid (5.6,7.8,37.4°,5°-
heptamethoxyflavone (a) dan 5,6,7.8,3 -pentamethoxy-4",5 -methylenedioxy-
flavone (b) dan kumarin (c). Flavonoid merupakan senyawa fitokimia yang
banyak ditemukan di tumbuhan. Senyawa ini memiliki aktivitas mikroba, aktivitas
farmakologi dan antioksidan serta sebagai desinfektan terhadap hama

(Escheverrief al., 1991).
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Gambar 3. Senyawa kimia dari fraksi bioaktif ekstrak heksana dari tanaman Ageratum
conyzoides : 5,6,7,8,3’,4°,5-heptamethoxyflavone (a) 5,6,7,8,3'-pentamethoxy-

4’,5’-methylenedioxy-flavone (b) dan kumarin(c) (Escheverrief al, 1991).

24 Jamur Endofitik

Jamur endofitik merupakan mikroorganisme yang hidup didalam jaringan
akar, batang, dan daun tanaman. Hubungan antara jamur endofitik dan inangnya




dapat berbentuk simbiosis mutualisme sampai hubungan patogenik. Kemampuan
jamur endofitik memproduksi senyawa metabolit sckunder sesuai dengan tanaman
inangnya merupakan peluang yang sangat besar dan dapat diandalkan untuk
memproduksi metabolit sekunder dari jamur endofitik yang diisolasi dari tanaman
inang (Strobel dan Daisy, 2003).

Keuntungan dari isolasi jamur endofitik ari suatu tanaman obat untuk
menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan yang dihasilkan tanaman
inangnya adalah untuk pelestarian tanaman, terutama tanaman langkah.
Penggunaan jamur endofitik merupakan cara yang efisien karena dak perlu
mencbang tanaman aslinya untuk diambil sebagai simplisa yang kemungkinan
besar memerlukan waktu puluhan tahun untuk dapat dipanen (Radji, 2005).

S Senyawa Antibakteri dari Jamur Endofitik

Jamur endofitik yang paling sering ditemukan salah satunya adalah
Pestalotipsis micrispora. Jamur endofitik i menghasilkan metabolit sekunder
berupa ambuic acid(a) yang berkhasiat sebagai antibakteri (Li ef al, 2001).
Phomopsichalasin(b) Yang berkhasiat sebagai antibakteri merupakan senyawa
antibakteri yang diisolasi dari jamur endofitik Phomopsis spp. Jamur ini

menghambat bakteri Bacillus subtilis, Salmonella enterica, Staphylococcus

aureus, dan Candida tropicalis (Horn et al., 1995).

(a) (b)

Gambar 4. Senyawa antibakteri jamur endofitik ambuic acid (a) (Li et al, 2001)
Phomopsichalasin (b) (Horn et al, 1995).
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Jamur endofitik Colletotrichum sp. diisolasi dari A. annua menghasilkan
artemisinin (a) seperti pada tanaman inangnya (Wang ef al, 2002). S.
Aureofaciens CMUAc 130 yang diisolasi dari Zingiber officinale rose, dilaporkan
menghasilkan antijamur dan antitumor berupa 3.7-dimethoxy-4-phenylcoumarin
(b) (Taecchowisan et al., 2012).Streptomyces albidoflavus diisolasi dari tanaman
mangrove menghasilkan Antimycin A (¢)yang merupakan antibiotik spektrum

luas (Yan et al., 2010).

©

Gambar 5. Senyawa antibakteri jamur endofitik artemisinin (a) (Wang er al., 2002), 5,7-
dimethoxy-4-phenylcoumarin (b) (Taechowisan er al., 2005), dan Antimycin A (c)
(Yan et al., 2010).

Jamur endofitik Ampelomyces sp yang diisolasi dari Urospermum
picroides menghasilkan dua senyawa antibakteri berupa 3-O-metillalaternin (a)
dan altersolanol A (b). kedua senyawa ini menghambat bakteri gram positif
seperti S. Aureus, S. Epidermis, dan Enterococcus faecalis (Yu el al.,

2010).Colletotrichum gloeosporioides yang diisolasi dari Justicia gendarussa

menghasilkan senyawa taxol (¢) (Gangdevi dan Muthusamy, 2008).




10

Ol

o

Gambar 6. Senyawa antibakteri jamur endofitik : 3-O-metillalaternin (a), altersolanol A
(b)(Yu et al, 2010), dan taxol (¢) (Gangdevi dan Muthusamy, 2008).

Antibiotik munumbicin merupakan antibiotik spektrum luas yang
dihasilkan oleh jamur endofitik Streptomyces spp. Strain NRRL 30562. Jamur
endofitik ini diisolasi dari tanaman Kennedia nigriscans ang multiresisten
terhadap berbagai obat anti TBC (Castilo ef al., 2002). Jamur endofitik lainnya
yang menghasilkan antibiotik berspektrum luas adalah jamur endofitik yang
diisolasi dari tanaman Greville pferidifolia. Jamur endofitik ini menghasilkan
metabolit sckunder Kakadumycin. Aktivitas antibakterinya sama seperti
Munumbicin D. Kakadumycin ini juga berkhasiat sebagai antiinflamasi (Castillo
et al., 2003).

2.6  Bakteri

Mikroorganisme merupakan organisme hidup berukuran mikro vang

hanya dapat diamati dengan menggunakan mikroskop. Mikroorganisme

berdasarkan susunan selnya dibagi dua yaitu mikroorganisme yang tersusun atas
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satu sel (uniseluler) dan mikroorganisme yang tersusun atas beberapa sel
(multiscluler). Organisme yang termasuk kedalam golongan mikroorganisme

antara lain bakteri, archaea, fungi (kapang dan khamir), protozoa, dan virus.
Bakteri, virus, dan archaea termasuk kedalam golongan prokariot, sedangkan

fungi dan protoza termasuk kedalam golongan eukario (Pratiwi, 2008).
Organisme prokariot dikelompokkan menjadi dua kelompok besar yaitu
cubakteri (bakteri sejati) dan archaea. Kelompok bakteri terdiri atas semua

organisme prokariotik patogen dan nonpatogen. serta organisme prokariot yan
bersifat fotoautotrof. Beberapa bentuk dasar bakteri antara lain bulat (tunggal:

coccus, jamak: cocci), batang atau silinder (tunggal : bacillus, jamak : bacilli) dan
spiral. (ratiwi, 2008). Satuan ukuran bakteri adalah mikrometer, yaitu setara
dengan 1/1000 mm atau 103mm. Bakteri umumnya berukuran sekitar 0,5-1,0 x
2.0-3.0 mikrometer (Pelczar, 1986).
2.6.1 Bakteri Escherichia coli

Escherichia coli merupakan bakteri gram negatif, berbentuk batang
pendek, motil aktif, dan tidak membentuk spora. Pembiakan F.coli bersifat acrob
atau bisa juga anaerob fakultatif. Pertumbuhan optimum pada suhu 37°C
(Juliantina et al., 2008). elnya berukuran antara 0.4-0.7 x 1.4 mikrometer. E.coli
biasanya terdapat disaluran pencernaan manusia dan binatang, ngai, danau,
tanah. dan tempat lain yang telah terkontaminasi feses. Kontaminasi bakteri ini
dapat menyebabkan infeksi primer pada usus, misalnya diare. Bakteri ini rperan
penting untuk pencernaan makanan dengan memproduksi vitamin K dari berbagai
materi yang tidak tercernakan di usus besar (Syahrurachman ef al., 1994).

Klasifikasi Escherichia coli menurut Juliantina ef al., (2008) sebagai berikut.
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Kingdom : Prokaryota

Filum . Gracilicutes

Kelas : Scotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus . Escherichia
Spesies : Escherichia coli

2.6.2 Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif. Sel-sel berbentuk
bola dan berdiameter 0,5-1,5 pm (Pelczar, 2008). Bakteri ini tidak bergerak dan
tidak berspora. Pertumbuhan terbaik dan khas dari bakteri ini adalah pada suasana
aerob, namun bakteri ini pun juga bersifat anaerob fakultatif dan dapat tumbuh
dalam udara vang hanya mengandung hidrogen dengan ph optimum 7.4
(Syahrurachman et al. 1994). Bakteri ini ditemukan di udara dan lingkungan
sckitar. Infeksi oleh S. aureus ditandai dengan kerusakan jaringan yang disertai

abses. Klasifikasi bakteri ini menurut Sleigh dan Timbury (1994) :

Kingdom : Prokaryota
Filum : Bacteria

Kelas : Schizomyces
Ordo : Eubacteriales
Famili : Micrococcaceae
Genus : Staphylococcus

Spesies . Staphylococcus aureus
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2.6.3 Bakteri Bacillus subtillis
Bacillus subtillis merupakan bakteri gram positif berbentuk batang,

membentuk rantai, berspora, dan sifatnya acrob. Panjang bakteri ini sckitar 2-3

mikrometer dan lebarnya 0,7-0.8 mikrometer (Jawetz dan Adelberg, 1996).

Bakteri ini pat tumbuh pada suhu 45-55°C dan minimum pada suhu 5-20°C.
Biasanya ditemukan di tanah, air, udara, saluran pencernaan hewan. dan pangan
tertentu (Buckle. 1985). lasifikasi Bacillus subtillis menurut Madigan (2005) :

Kingdom : Bacteria

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus subtillis

Bakteri ini dapat menyebabkan penyakit pada manusia dengan cara mengganggu
sistem imun manusia. Misalnya gastroenteritis akut dan meningitis (Jawetz dan
Adelberg, 1996). Selain itu, bakteri ini juga dikenal sebagai bakteri yang
menyebabkan keasaman pada makanan kaleng akibat fermentasi gula yang
terkandung dalam bahan pangan tersebut (Buckle, 1985).
2.6.4 Bakteri Salmonella typhi

Salmonella typhi merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang, tidak
berspora, dan dominan bergerak dengan flagel peritrik. Bakteri ini memiliki
ukuran lebar antara 0,7-1,5 mikrometer dan panjang 2.0-5,0 mikrometer.

Umumnya bakteri ini bersifatpatogen dan menginfeksi manusia dan hewan. Di
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alam bebas, bakteri ini dapat tahan hidup lama dalam air, tanah atau pada bahan
makanan. Dalam feses diluar tubuh manusia tahan hidup 11-2 bulan. Dalam air
susu dapat berkemang biak dan hidup lebih lama. Hal ini dikarenakan di dalam air
susu terdapat protein, lemak dan gula yang merupakan substrat saprofit (Monica

et al., 2013). Klasifikasi Salmonella typhi menurut Batt dan Tortorello (2014)

sebagai berikut.
Kingdom : Bacteria
Filum : Proteobacteria
Kelas : Gammaprotobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Spesies : Salmonella typhi

2.7  Antibakteri

Antibakteri merupakan bagian dari antibiotik adalah suatu senyawa yang
dihasilkan oleh suatu mikroorganisme sebagai metabolit sekunder yang berfungsi
sebagai penghambat pertumbuhan bakteri patogen. Senyawa ini bekerja dengan
cara merusak dinding sel bakteri, mengubah permeabilitas membran, mengganggu
sintesis protein serta menghambat kerja enzim bakteri (Pelczar dan Chan, 2008).
Akivitas zat antibakteri berdasarkan sifat toksistas selektif di kategorikan menjadi
bakteriostatik dan bakterisid. Bakteriostatik merupakan kemampuan antibakteri
dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Bakterisidal merupakan kemampuan
antibakteri untuk membunuh bakteri dikarenakan hancurnya dinding sel bakteri

akibat lisis (Brooks ef al., 2005).
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Kadar minimal untuk yang diperlukan untuk menghambat bakteri disebut
dengan kadar hambat minimum (KHM) dan kadar minimal untuk membunuh
bakteri disebut dengan kadar bunuh minimum (KBM). Aktivitas antibakteri dapat
meningkat menjadi bakteriosid apabila kadar antimikroba ditingkatkan melebihi
KHM (Pelczar dan Chan, 1988). Aktivitas antibakteri dibedakan rnenj.adi tiga

1

kelompok yaitu antibakteri dengan aktivitas lemah. sedang. dan kuat. Menurut

Chan et al (2007), kriteria untuk menentukan aktivitas antibakteri sebagai berikut.

Tabel 1. Kriteria untuk menentukan aktivitas antibalkteri

Aktivitas Diameter Zona IHambat (mm) Rumus
Lemah 1-5 A 100%= 50%
B
Sedang 5-10 50 <5 X 100%< 70%
1
Kuat 10-20 4 % 100%> 70%.
B
Keterangan:

A: zona hambat (mm) senyawa antibakteri yang diuji
B: zona hambat (mm) antibiotik standar.

Antibakteri tersebar luas di alam dan memegang peranan yang sangat
penting dalam mengatur populasi mikroba dalam tanah, air, limbah dan kompos.
Antibakteri ini berbeda dalam segi susunan kimia dan cara kerjanya. Dari sekian
banyak antibakteri yang telah berhasil ditemukan, hanya ada beberapa saja yang
tidak toksik untuk digunakan dalam pengobatan. Antibakteri yang banyak
digunakan antara lain dari genus Bacillus, Penicilium, dan Streptomyces
(Syahrurachman et al., 1994). Menurut Pelczar dan Chan (1988), ada beberapa
faktor yang mempengaruhi kerja dari senyawa antibakteri dalam menghambat
mikroorganisme patogen antara lain konsentrasi senyawa antibakteri, jumlah

organisme, suhu, spesies mikroorganisme, adanya bahan organik dan sifat asam

basa.
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2.8 Metode Uji Aktivitas Antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri untuk suatu senyawa antibakteri biasanya
dilakukan menggunakan metode berikut :
2.8.1 Metode Difusi Agar

Metode ini digunakan untuk menetukan aktivitas agen antibakteri.
Piringan berisi agen antibakteri diletakkan pada media agar yang telah di tanami
mikroorganisme yang akan berdifusi pada media agar tersecbut. Area jernih pada
permukaan media agar menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan
mikroorganisme oleh agen antibakteri (Pratiwi, 2008). Metode difusi agar ini
dibedakan menjadi dua yaitu metodeKirby Bauer dan metode sumuran.
2.8.1.1 MetodeKirby Bauer

Metode ini disecbut juga metode difusi disk. Mectode kirby bauer
merupakan uji sensitivitas dengan metode agar menggunakan teknik disc diffitsion
menggunakan media selektif yaitu media Muller Hinton. Metode ini bertujuan
untuk menentukan aktivitas agen antibakteri. Mekanisme kerja metode ini dengan
cara piringan yang telah berisi agen antibakteri diletakkan pada media agar yang
telah ditanami mikroorganisme vang akan berdifusi pada media agar tersebut.
Parameter zona hambat ditunjukkan dengan terbentuknya Area jernih di sekitar
cakram kertas. Area jernih ini menunjukkan adanya penghambatan pertumbuhan
mikroorganisme oleh agen antibakteri di permukaan media agar (Pratiwi, 2008).
Cakram kertas berfungsi sebagai tempat menampung zat antimikroba yang akan

diletakkan pada medium agar yang telah diinokulasi mikroba uji (Pelczar & Chan,
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1988). Kelebihan cara iniyaitu fleksibilitas yang lebih besar dalam memilih obat
yang akan diujikan (Sacher dan McPherson, 2004).
2.8.1.2 Metode Sumuran

Metode sumuran digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri dari
tumbuhan atau ekstrak mikroba. Mectode ini dilakukan dengan cara membuat
lubang secara aseptik pada media agar dengan diameter agar dengan diameter
kurang lebih 5 mm. Sebanyak 20-100 pL. agen antibakteri atau larutan ekstrak
kemudian dimasukkan kedalam sumuran sehingga dapat menyebar secara difusi.
Hasil uji ditentukan dengan mengukur diameter zona jernih disekitar sumuran.
Media yang digunakan berupa agar Muller Hinton setebal 3-4 mm yang telah
ditambahkan inokulum bakteri (Yadav ef al., 2015).
2.8.2 Metode Dilusi

Metode dilusi merupakan metode yang digunakan untuk mengukur kadar
hambat minimum (KHM). KHM merupakan pengukuran aktivitas antibakteri
sccara kuantitatif. KHM ini ditentukan dari konsentrasi terendah yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri pada media broth. Metode ini terbagi menjadi
dua yaitu makrodilusi dan mikrodilusi (Jorgensen and Ferraro, 2009). Volume
vang digunakan pada makrodilusi sebanyak 1 ml yang ditempat kan pada tabung.
Sedangkan, mikrodilusi volume yang digunakan 0,05 — 0.1 ml yang diletakkan
dalam nampan mikrodilusi (Balouiri ef al., 2016)
2.9  Antibiotik Tetrasiklin

Antibiotik merupakan suatu senyawa kimia yang dihasilkan oleh
mikroorganisme (khususnya dihasilkan oleh fungi) atau dihasilkan secara sintetik

yang dapat membunuh atau menghambat perkembangan bakteri dan organisme
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lain (Munaf, 1994). Berdasarkan struktur kimianya, antibiotik digolongan menjadi
beberapa golongan, vaitu golongan [ laktam, aminoglikosida, makrolida, peptida
dan kloramfenikol. Sedangkan berdasarkan daya kerjanya, antibiotik digolongkan
menjadi 2 golongan‘itu antibiotik spektrum luas dan antibiotik spektrum sempit.
Antibiotik spektrum luas yaitu antibiotik yang memiliki kemampuan melawan
sejumlah besar bakteri patogen (daya kerja luas). Contoh golongan antibiotik ini
adalah tetrasiklin. Antibiotik spektrum sempit yaitu antibiotik yang memiliki daya
kerja sempit atau spesifik. Contoh antibiotik golongan ini adalah penisilin dan
kloramfenikol (Katzung, 2010).

Tetrasiklin erupakan antibiotik vang bersifat bakteriostatik dengan
spektrum kerja antibakteri luas. meliputi bakteri gram positif dan bakteri gram
negatif. Mekanisme kerja tetrasiklin adalah dengan menghalangi terikatnya RNA
pada bagian spesifik dari ribosom, schingga mngakibatkan sintesis protein
mengalami hambatan (Tanu. 2009). Umumnya tetrasiklin diproduksi oleh
beberapa anggota dari genus Streptomyces dan biasa digunakan untuk mengobati
berbagai penyakit yang disebabkan oleh berbagai bakteri seperti jerawat (Acne
vulgaris), kolera, malaria dan sifilis (Madigan, 2006). Antibiotik ini berbentuk
kristal berwarna kuning dan sedikit larut dalam air. Kelarutan tetrasiklin dalam air
pada suhu 28°C sebesar 1.7 mg/mL, sedangkan dalam metanol lebih dari 20
mg/mL (Schunack ef al., 1990).

2.10 Identifikasi Struktur

Umumnya, identifikasi struktur suatu senyawa umumnya menggunakan

metode analisis spekiroskopi. Spektroskopi merupakan metode analisis kimia

3
vang didasarkan pada hasil interaksi antara materi dengan sinar. Apabila seberkas




sinar mengenai suatu materi maka akan terjadi interaksi antara sinar dengan
materi tersebut. asil interaksi antara materi dengan sinyal ini, biasanya dapat
berupa penyerapan sinar, pemantulan, penerusan dan penghamburan (Pearsons,
2003).

3
2.10.1 Spektroskopi Inframerah

Spektroskopi inframerah merupakan teknik analisis suatu senyawa dengan
cara mengukur serapan radiasi inframerah pada berbagai variasi panjang
gelombang. Apabila radiasi inframerah dikenakan pada suatu olekul. maka akan
terjadi perubahan dalam tingkat energi rotasi dan energi vibras. Spektroskopi ini
terdapat dua vibrasi molekul, yaitu vibrasi ulur dan vibrasi tekuk. Vibrasi ukur
rjadi perubahan jarak terus-menerus antara dua atom dalam molekul. sedangkan
pada vibrasi tekuk terjadi perubahan sudut antara dua ikatan atom dalam molekul
(Hoffman,2004). pekrra inframerah digunakan untuk mengiterpretasikan ada
atau tidaknya gugus fungsional. Contohnya nyawa pirimidin dan purin absorbsi
kuat terjadi pada bilangan gelombang 1630 cm™ karena adanya C=N, pada
bilangan gelombang 1580-1520 cm' dari C=C pada cincin, dan uncak C-H
aromatis pada bilangan gelombang 685-660 cm™ (Lambert, 2001).

Daerah radiasi spektroskopi inframerah umumnya dibagi menjadi tiga,
yaitu daerah IR dekat (12800-4000cm™; 3,8-12x10*Hz, 0,78-2.5 um), daerah IR
tengah (4000-200cm™':3,8-12x10*Hz: 2.5-50 um) dan daerah IR jauh (200-10cm"
:60-3x10""Hz;50-1000 pm). Daerah IR tengah paling sering digunakan untuk
berbagai keperluan praktis (Khopkar, 1990). Daerah disebelah kanan 1400 cm!

seringkali sangat rumit, karena pada daerah ini korelasi antara suatu pita dengan

gugus fungsional tidak dapat disimpulkan dengan cermat, namun pada derah ini
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serapan tiap senyawa organik sangat unik. Oleh karena itu, daerah tersebut disebut
dacrah sidik jari (fingerprint region). Dacrah 400-1300 cm™! merupakan dacrah
gugus fungsi, dan derah 900-650 cm™' merupakan dacrah aromatis (Wade,2006).
2.10.2 Spektroskopi UV-VIS

Spektroskopi UV-Vis merupakan suatu metode analisis analit yang
didasarkan pada fenomena hasil interaksi antara materi dengan sinar (radiasi
elektromagnetik) (Lambertet.al.. 2001). Spektroskopi ini digunakan untuk
menganalisis struktur dan mengidentifikasi adanya gugus kromofor, menetapkan
kadar, memeriksa kemurnian dan memeriksa langsung konsentrasi analit.
Pengukuran scrapan dapat dilakukan pada dacrah ultraviolet dengan panjang
gelombang 190-380 nm atau pada daerah cahaya tampak dengan panjang
gelombang 380-780 nm (Pare dan Belanger, 1997). grinsip dari spektroskopi UV-
VIS wyaitu penyerapan sinar tampak ultraviolet dengan  suatu molekul
menyebabkan terjadinya eksitasi molekul dari tingkat energi dasar ke tingkat
energi yang paling tinggi (Hendayanaet.al.,1994).
2.1 0. Spektroskopi Resonansi magnet inti NMR

Spektroskopi NMR  (Nuclear Magnetic Resonance) didasarkan atas
penyerapan gelombang radio oleh inti tertentu dalam molekul organik apabila
molekul tersebut diletakkan dalam medan magnet yang kuat. Spektroskopi ini
digunakan untuk emberikan gambaran mengenai atom H dan C dalam scbuah
molekul organik (Lamberter.al., 2001). Tiap jenis inti dalam spektroskopi ini
emiliki nilai pergeseran kimia dan kopling spin yang khas, tergantung dari
lingkungan kinia spin inti yang diamati. ampel yang digunakan berbentuk padat

atau cair. Pengukurannya diperlukan suatu standar yaitu TMS (Tetra Metil Silan).
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3]
Spektroskopi ini dibedakan menjadi dua yaitu spektroskopi 'H-NMR dan

spektroskopi *C-NMR (Hoffman, 2004).
3]
2.10.4 Spektroskopi Resonansi Magnet Inti Proton "TH-NMR

Spektroskopi 'H-NMR bertujuan untuk memberikan informasi mengenai

banyaknya jenis lingkungan hidrogen yang berbeda dalam suatu moleku,

e

banyaknya atom hidrogen yang ada pada masing-masing lingkungan tersebut. dan
(3]

banyaknya atom hidrogen pada atom karbon (Lambertet.al.. 2001). Penentuan

struktur molekul organik dengan metode ini harus menggunakan pelarut yang
3]
tidak mengandung proton misalnya CDCI;. Larutan yang dianalisis kemudian

diletakkan dalam medan magnet yang kuat, schingga proton akan mengalami
pergeseran kimia yang berlainan sesuai dengan lingungan molekulnya (Pearson,

2003).
(3]
2.10.5 Spektroskopi Resonansi Magnet Inti Karbon *C-NMR

Spektroskopi *C-NMR digunakan untuk menetukan jumlah dan sifat atom
karbon dari molekul organik. ada spektroskopi ini, terjadi proses antaraksi atom
karbon dengan proton yang berdekatan, hingga letak atom karbon dapat
diketahui dari sifatnya yang terdeskripsi pada sinyal. aerah pergeseran kimia
untuk *C-NMR terletak pada daerah 0-200 ppm. ergeseran kimia atom karbon

karbon berbeda-beda tergantung pada kondisi lingkungannya (Shriner, 2004).
2.10.6 Spektroskopi NMR 2D

Spektroskopi NMR 2D digunakan untuk memberikan informasi tambahan
yang sangat berguna dalam elusidasi struktur molekul. Teknik spektroskopi NMR
2D yang sering digunakan terbagi menjadi dua, yaitu DEPT (Distortionless

Enhancement by Polarisation Transfer) dan COSY (Correlations Spectroscopy).
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DEPT digunakan untuk memberikan informasi mengenai berapa jumlah proton
yang terikat pada tiap karbon. Pengukuran DEPT menggunakan variasi sudut
putar., COSY digunakan untuk menemukan inti proton (homonuclear) melalui
hubungan antar ikatan. Nilai sesungguhnya spektrum proton dalam pengujian ini
terlihat pada sumbu diagonal di dalam spektrum 2D NMR (Gauglitz and Vo-Dinh,
2003).
2.11 Mannitol

Mannitol adalah senyawa polialkohol nonmetabolik C-6 dengan berat
molekul 162 serta memiliki struktur kimia 1,2,3.4.5,6-hexanchehol (CesH140g).
Senyawa ini merupakan agen diurctik tertua serta paling banyak digunakan
sebagai osmotik serta dalam industri makanan dan farmasi.(Better et.al., 1997:
Shawkat et.al., 2012). Pemerian berupa serbuk hablur putih, tidak berbau, dan rasa
agak manis. Larut dalam 6 bagian r, sukar larut dalam etanol (95%) P, dan

praktis tidak larut dalam eter P. Suhu lebur antara 166 dan 169°C (Departemen

Keschatan Republik Indonesia, 1979).

Gambar 7. Struktur mannitol (Shawkat et.al., 2012)

Mannitol merupakan senyawa alami yang biasa ditemukan dalam
ganggang laut, jamur segar, dan eksudat dari pohon. Senyawa ini juga merupakan
isomer dari sorbitol, yang biasanya disintesis oleh hidrogenasi glukosa. Selain itu,
mannitol juga telah terbukti sebagai scavenger efektif radikal hidroksil bebas
dalam berbagai sistem biologistermasuk ekstraselular (Better etal., 1997

Shawkat et.al., 2012).
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2019 sampai dengan selesai.
Proses isolasi jamur endofitik dan uji aktivitas antibakteri dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi. olasi metabolit sekunder
intraseluler dari jamur endofitik dilakukan Laboratorium Kimia Organik
Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Sriwijaya Inderalaya. Pengukuran spektroskopi di lakukan di Program Studi
Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Institute Teknologi
Bandung.
3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Aluminium foil, kertas cakram diameter 6mm, kertas saring. kertas label.
kapas steril, karet gelang, kamera, jarum ose, botol kaca ukuran 1 liter, botol vial
10 mL, tabung reaksi, rak tabung reaksi, erlenmeyer, cawan petri, corong kaca,
corong pisah, gelas beker, batang pengaduk, gelas ukur, pipet tetes, micropipet,
tips micropipette, chamber, lumpang dan alu. neraca analitik, kondensor, kuvet,
incubator shaker. magnetic stirer. lampu spiritus. hot plate, oven. ekstrakior
soxhlet, labu evaporator, vacuum rotary evaporator, seperangkat alat desxtruk,
drygalsky, satu set alat kromatografi kolom gravitasi, satu set alat kromatografi
gas, pu UV CAMAG 254 nm, spektrofotometer UV-vis Beckman DU-700,
laminar air flow(LAF), himadzu FTIR 8400 dan spektrofotometer NMR JEOL

INM ECA-500.
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3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, 6 jamur endofitik
vang telah diisolasi sebelumnya oleh Rismawati (2019)(draf seminar hasil),
aquadest, Nutrien Agar (NA), Nutrien Broth (NB), Potato Dextrose Agar (PDA),
Potato Dextrose Broth (PDB), alkohol 70 %, larutan NaCl fisiologis, at KLT
kiessel gel 60 F»sq 20 x 20 cm. silika gel G 60 70-230 mesh. 9elarut organik teknis
seperti n-heksan, metanol. etil asetat dan DMSO (dimetil sulfoksida). Bakteri
Escherichia coli, Salmonella typhi, Bacillus subtilis, dan Staphyiococcus aureus
serta Antibiotik tetrasiklin.
3.3 Prosedur Kerja
3.3.1 Kultivasi dan Ekstraksi Biomassa Jamur Endofitik

Suspensi jamur endofitik (vang telah diisolasi oleh Rismawati, 2019)
buat dengan cara mengambil dua ose jamur endofitik , lalu dimasukkan ke
dalam 10 mL aquadest steril kemudian di shaker hingga homogen. Suspensi
diinokulasi ke dalam 300 mL media PDB (Potato Dexirose Broth) yang
ditempatkan pada botol | liter yang telah disterilisasi sebanyak 15 botol, lalu
diinkubasi pada suhu kamar selama 8 minggu. Setelah 8 minggu, kultur jamur
endofitik dipanen dengan memisahkan biomassa dari medianya (Legasari, 2010).

Kultur tiap jamur endofitik. diangkat miseliumnya menggunakan pinset.
Miselium tersebut kemudian ditimbang dan dikeringkan dalam oven dengan suhu
70°C. Miselium yang sudah dioven selanjutnya di gerus menggunakan lumpang
sampai halus. Kemudian disokletasi menggunakan pelarut metanol sebanyak 150
mL dan dievaporasi hingga diperoleh ekstrak pekat metanol. (Aryantha ef al.,

2004).
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3.3.2 Skrining Aktivitas Antibakteri Ekstrak Metanol Biomassa Jamur

Endofitik

Setiap ekstrak metanol jamur endofitik (DSL1, DSL2, DSL3, DSL4,
DSLS, dan DSL6) dibuat konsentrasi 00 pg/disk atau 400 pg/10puL setara dengan
40 mg ckstrak dalam 1 mL pelarut DMSO. Konsentrasi antibiotik secbagai standar
atau pembanding (antibiotik standar bakteri gram negatif dan gram positif:
tetrasiklin 30 pg/disk) (Lampiran 6).
3.3.2.1Peremajaan Bakteri Uji

Peremajaan bakteri FEcherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, dan Bacillus subtilis dilakukan sccara aseptik dengan cara diambil
sebanyak satu ose masing-masing biakan bakteri Echerichia coli, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, dan Bacillus subtilis. Selanjutnya diinokulasikan
ke dalam media agar miring NA secara zig-zag. Kemudian masing-masing
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pembuatan media NA dapat dilihat
pada Lampiran 5 (Lay, 1994).
3.3.2.2 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Bakteri yang sudah diremajakan (disubkultur) umur 2448 jam yang
disecbut suspensi dipindahkan menggunakan jarum ose ke tabung reaksi yang
berisi larutan garam fisiologis (0.85 % NaCl), selanjutnya suspensi dihomogenkan
menggunakan vortex (linical and Laboratory Standards Institute, 2009).
3.3.2.3 Pengujian Aktivitas Antibakteri Metode Kirby-Bauer

Kertas cakram berukuran 6 mm di sterilisasi dengan cara di oven,

kemudian dicelupkan ke dalam larutan uji yang sudah disiapkan. Sementara itu,

200 mL nutrient agar cair dituangkan ke dalam cawan petri yang telah disterilisasi.
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Sebanyak 1 mL bakteri disebar merata di atas nutrient agar. Masing-masing kertas
cakram yang telah dicelupkan ke larutan uji (sampel uji). larutan antibiotik standar
(tetrasiklin), dan pelarut DMSO (kontrol negatif) diletakkan diatas nutrient agar,
lalu di inkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Ukur diameter daya hambat (zona
bening yang terbentuk di sekitar cakram kertas) menggunakan jangka sorong.
Satu cawan petri berisi 5 cakram kertas yaitu 3 cakram kertas untuk larutan uji
atau sampel ekstrak metanol biomassa tanaman sawi langit (kontrol positif), 1
cakram kertas untuk larutan antibiotik tetrasiklin (pembanding), dan 1 cakram
kertas untuk DMSO (kontrol negatif).Tiap cawan dilakukan 3 kali replikasi untuk
mendapatkan hasil yang akurat (Harley dan Prescot, 2002).
3.3 Kromatografi Lapis Tipis

Sampel ekstrak metanol masing-masing jamur dianalisis kualitatif dengan
kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan plat KLT silika gel G60 Fau.
Masing-masing sampel sebanyak 5 mg dilarutkan dalam 1 mL etil asetat. Sampel
ditotolkan pada plat KLT menggunakan pipet kapiler dan dielusi dalam suatu
bejana berisikan larutan eluen tertentu untuk melihat bercak / pemisahan noda
terbaik. Penotolan dilakukan pada jarak 0.5 cm dari garis batas bawah dengan
jarak antar totolan + 0,7 cm. Setelah eluen sampai pada garis batas atas (0,5 cm
dari batas atas) dengan jarak eluen 4 cm maka elusi dihentikan dan plat diangkat
dari chamber lalu dikeringkan. Senyawa metabolit sckunder dilihat menggunakan
lampu UV dengan panjang gelombang 254 nm. Ekstrak yang berpotensi
mengandung metabolit sekunder (D5L1, D5L2, D5L3, D5L4, D5SLS, dan D5L6)

dilakukan pemisahan dengan menggunakan teknik kromatografi kolom gravitasi.

3.3.4 [Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Medium Kultur
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Ekstrak pekat dilakukan pemisahan dengan menggunakan teknik
kromatografi kolom gravitasi menggunakan fasa diam silika gel G 60 (70-230
mesh) dengan perbandingan 1:10. Sampel yang sudah disiapkan secara
preabsorpsi, dimasukkan ke dalam kolom kromatografi secara merata dan dielusi
menggunakan cluen n-heksan : etil asetat (10 : 0 sampai 0 : 10) dan etil asetat :
metanol (10 : 0 sampai: 10). Eluat ditampung dalam vial dan masing-masing
vial dianalisa dengan kromatografi lapis tipis untuk mengelompokkan fraksi
kolom. Fraksi yang menunjukkan noda potensial di kromatografi kolom kembali
hingga didapat noda tunggal. Senyawa murni ditentukan strukturnya dan di uji
aktivitas antibakterinya (Hundley, 2005).

3.3.5 enentuan Struktur Molekul

Senyawa murni yang diperoleh ditentukan struktur molekulnya dengan
metode spektroskopi Inframerah, dan spektroskopi NMR (‘H-NMR, dan '*C-
NMR)

3.3.6 Identifikasi Jamur Endofitik

entiﬁkasi isolat jamur endofitik yang telah diperlah dilakukan di Pusat
Penelitian Biologi LIPI Cibinong.

3.3.7 Pengolahan nalisis Data

Penentuan aktivitas antibakteri dari sampel uji dengan metode Kirby-
Bauer. Penentuan aktivitas antibakteri dari sampel wuji dilakukan dengan
membandingkan zona hambat pada tiga antibiotik standar, schingga dapat
ditentukan aktivitas relatif sampel antibakteri yang diuji dengan tiga antibiotik

standar (Wong et al, 2010). Kriteria masing-masing konsentrasi senyawa
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antibakteri yang diuji terhadap tiga antibiotik standar ditentukan dengan
persamaan 1.

Lemah £ x 100% < 50%: Sedang: 50 <& x 100% < 70% :

KUatS X 100% > 70%....cccoovrceiesresosomeirsssisinssesosonisen (1)

A: zona hambat (mm) senyawa antibakteri yang diuji

B: zona hambat (mm) antibiotik standar

Metode alisis data luas daecrah hambat untuk uji aktivitas antibakteri
dilakukan secara statistik dengan menggunakan program SPSS 16.0 for windows.
engujian normalitas distribusi data dilakukan dengan analisis Shapiro-Wilk. data
berdistribusi normal jika nilai p > 0,05. Jika data berdistribusi normal pengujian
dilanjutkan dengan orne way ANOVA. Bila menunjukkan hasil yang signifikan
yaitu ada perbedaan yang bermakna maka dilanjutkan dengan uji Post hoc fest
untuk mengetahui perbedaan (signifikansi) antar kelompok uji dengan o 0.05.

Data yang berdistribusi tidak normal akan dianalisis dengan Kruskal-WallisTest

dilanjutkan dengan uji Mann Whitney.
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BAB IV
PEMBAHASAN
4.1  Kultivasi dan Ekstraksi Biomassa Jamur Endofitik

Suspensi jamur endofitik yang telah dilakukan pemurnian(DSLI1, SL 2,
DSL 3. DSL 4, DSL 5, DSL 6) (Rismawati 2019, Draf seminar hasil), dibuat stok
murni. Pemurnian ini dilakukan secara makroskopik dan mikroskopik. Pemurnian
secara makroskopik meliputi warna koloni, permukaan koloni, diameter
pertumbuhan koloni jamur,serta lingkaran-lingkaran konsentris. Pemurnian secara
mikroskopik dilakukan menggunakan mikroskop meliputi pengamatan ada atau
tidaknya sckat pada hifa, ada tidaknya cabang pada pertumbuhan hifa, ada
tidaknya kolonida, bentuk konodifor dan bentuk konodia.

Keenam jamur endofitik yang telah murni dikultivasi kedalam 300 mL
media PDB (Potato Dexirose Broth) masing-masing 5 botol selama 6 minggu
(suhu ruang). Kultivasi dilakukan pada media cair seperti PDB. dikarenakan
kontak antara jamur endofitik dengan nutrien akan lebih optimal. Schingga
apabila penyerapan lebih optimal maka metabolit sekunder vang dhiasilkan akan
lebih banyak. Sedangkan pada media padat seperti PDA (Potato Dextrose Agar),
kontak antar jamur hanya terjadi dipermukaan, schingga penyerapan nutrien
terbatas. Apabila penyerapan terbatas, maka metabolit sekunder yang dihasilkan
juga terbatas (Elfina dkk, 2013).

Biomassa jamur endofitik diperoleh dengan memisahkan biomassa dengan
media kultur menggunakan pinset steril. Tiap biomassa dengan tipe yang sama
dari kelima botol dikumpulkan menjadi satu. Kemudian dikeringkan

menggunakan oven pada suhu 65°C sampai bobot konstan. Biomassa yang telah
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kering, dihaluskan menggunakan lumpang dan direndam dengan metanol yang
tclah didestilasi. Ekstraksi biomassa dilakukan dengan metode sokletasi
menggunakan pelarut metanol. Ekstrak metanol hasil sokletasi dipekatkan
kembali menggunakan alat rotaryvacuum evaporator pada suhu 65°C sehingga

didapatkan ckstrak pekat metanol. Hasil rendemen tiap eckstrak dapat dilihat pada

tabel 2.
Tabel 2. Rendemen Ekstrak Metanol Biomassa Daun Tanaman Sawi Langit
Ekstrak Detat (_gram) - Rendemen (%)
Biomassa Ekstrak Kental
DSL1 16,83 1.04 6,17
DSL2 733 2.5 34,11
DSL3 8.1 0,52 6,42
DSL4 13.34 1.96 14.69
DSL35 8.13 2.34 28.78
DSL6 733 042 5.73

4.2 Kromatografi Lapis Tipis

Ekstrak metanol banyak 5 mg dilarutkan dalam 1 mL metanol. Sampel
ditotolkan pada plat KLT menggunakan pipet kapiler dan diclusi dalam bejana
vang berisikan larutan eluen tertentu untuk melihat pemisahan noda terbaik. Pola
noda diamati enggunakan lampu UV CAMAG dengan panjang gelombang 254
nm., Pola noda yang dihasilkan menunjukkan adanya kandungan etabolit
sekunder tertentu yang dihasilkan oleh biomassa jamur endofitik.

Noda berwarna ungu saat diamati dengan lampu UV menunjukkan adanya
senyawa fenolik atau senyawa aromatik. Selain itu, kelompok senyawa fenolik
atau aromatik i juga khas jika disemprotkan dengan larutan pereaksi penampak
noda serium sulfat. Apabila noda tidak terdeteksi oleh lampu UV, maka dideteksi
menggunkan larutan H>SO4 20%. Setelah dipanaskan menggunakan hotplate,

maka akan terbentuk noda berwarna biru kehijauvan. Noda tersebut termasuk

golongan senyawa steroid. Apabila noda vang terbentuk berwarna ungu
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kemerahan maka noda tersebut termasuk kedalam kelompok senyawa triterpen.
Pola noda senyawa metabolit sckunder pada plat KLT yang dihasilkan olch

ckstrak biomassa jamur endofitik (Gambar 8).

Gambar 8. Pola noda pada plat KLT dengan eluen heksan : efil (££§) yang dihasilkan oleh
biomassa jamur endofitik daun tanaman sawi langit dengan penampak noda
menggunakan lampu UV CAMAG pada i 254 nm.

4.3  Uji Aktivitas Antibakteri

Ekstrak metanol biomassa jamur endofitik yang diperoleh SLl, DSL2.
DSL3., DSL4. DSL5. dan DSL6) dilakukan pengujian aktivitas antibakteri
terhadap 4 bakteri uji vaitu 2 bakteri yang mewakili gram positif (Staphylococcus
aureus dan Bacillus subtillis) dan 2 bakteri yang mewakili gram negatif
(Salmonella typhi dan Escherichia coli). Keempat bakteri tersebut digunakan
karena aman dan biasa digunakan dalam skala laboratoium untuk pengujian
aktivitas antibakteri (Radji, 2009).

Uji aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode Kirby-Bauer
menggunakan kertas cakram berukuran diameter 6 mm. Prinsip kerja metode
Kirby-Bauer adalah terdifusinya senyawa antibakteri (sampel ekstrak biomassa

dan antibiotik) ke dalam media padat yang telah diinokulasikan pada bakteri uji.
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Alasan digunakan metode ini karena sederhana dalam segi pengerjaannya, sampel
vang digunakan sedikit, dan kertas cakram yang digunakan dapat di variasi
dengan beberapa konsentrasi. Kertas cakram ng mengandung antibiotik
diletakkan di atas permukaan medium agar (PDA) yang telah ditanami bakteri uji.
Pengamatan dilakukan setelah 2 x 24 jam diinkubasi pada suhu ruang (37° C)
dengan cara mengukur na bening vang terbentuk di sekitar kertas cakram
menggunakan jangka sorong. Penggunaan jangka sorong bertujuan untuk
mendapatkan hasil pengukuran vyang lebih akurat dibandingkan dengan
pengukuran menggunakan mistar (Hermawan ef al., 2007).

Keenam cekstrak jamur endofitik (kontrol positif) dibuat konsentrasi 00
pg/disk atau 400 pg/10pL yaitu setara dengan 40 mg ekstrak dalam | mL pelarut
DMSO. Sedangkan antibiotik tetrasiklin (kontrol positif pembanding) dibuat
konsentrasi 30 g/disk atau 30 pg/10 pL yaitu setara dengan 3 mg antibiotik
tetrasiklin dalam 1 mL pelarut DMSO. Uji kontrol positif bertujuan untuk
membandingkan antara diameter zona hambat yang terbentuk dari ekstrak metanol
biomassa jamur endofitik dengan larutan antibiotik standar tetrasiklin. Tetrasiklin
merupakan antibiotik yang mempunyai spektrum luas dengan toksisitas yang
rendah. Kontrol negatif menggunakan pelarut dari DMSO (dimetilsulfoksida).

pengujian kontrol negatif, bertujuan untuk melihat apakah pelarut yang digunakan
untuk melarutkan isolat memiliki aktivitas antibakteri atau tidak. asil uji
aktivitas antibakteri ekstrak metanol DSL1-DSL6 dan antibiotik pembanding
(tetrasiklin) dapat dilihat pada lampiran 10 dan 11. Hasil uji aktivitas antibakteri
menunjukkan tidak ada zona hambat (KHM = 0). Hal ini menunjukkan bahwa

pelarut DMSO tidak memiliki aktivitas antibakteri (tidak bersifat bakterisid
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maupun bakteriostatik) sehingga tidak mempengaruhi hasil aktivitas dari ekstrak

yang diuji.

Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dari Fraksi Kolom dibandingkan dengan Antibiotik
Standar 1
Persentase Aktivitas Antibakteri
dari Fraksi Kolom dibandingkan
dengan Antibiotik Standar (%)

Sampel Bakteri Uji Zona Hambat (mm) Zona Hambat Tetrasiklin (mm)

Rata-rata -+ SD S. typhi (18,8)
B. subfilis (19,2)

E. coli (18,4)

S. aureus (20,6)

DSL1 S. typhi 15.70 £ 0.70 83 5%
B. subtilis 16.8+ 0.25 §7. 5%+
E. coli 15.7+0.55 85 3k
S. aureus 18.8+1.32 9].2%+*
DSL2 S. typhi 14.8+0.35 TR THH*
B. subtilis 164 +0.38 85 4w
E. coli 149+ 0.70 R
S. aureus 172+ 146 B3 4+
DSL3 8. typhi 1524061 80 g#**
B. subtilis 144+ 1.15 T5.0%%*
E. coli 16.5+0.95 89 p***
S. aureus 14.1+0.55 68,4%*
DSL4 S. tvphi 85+2.10 45.2%
B. subtilis 9.8+ 1.06 51.0**
E. coli 89+1.95 48.3%
S. aureus 10.5+2.00 50,9%*
DSL5 S. tvphi 8.0+242 42 5%
B. subtilis 11.1+1.18 57.8%*
E. coli 6.6 £0.96 35.8%
S. aureus 83+108 40,3%
DSL6 S. tvphi 8.8+0.85 46.8%
B. subtilis 8.7+1.58 45.3%
E. coli 6.9+0.78 37.5%
S. aureus 8.0+255 38.8%
Kontrol(-) 0 0 0
1
Keterangan :
i - aktivitas lemah=50% (11 — 20 mm)
[+ : aktivitas sedang 50-70% (6 — 10 mm)
b  aktivitas kuat  =70% (1 — 5 mm)

Zona hambat yang dihasilkan ckstrak yang diuji (DSLI1-DSL6) yang
dibandingkan dengan antibiotik tetrasiklin (Tabel 3) menunjukkan isolat biomassa
DSL1. DSL2. dan DSL3 memiliki zona hambat lebih dari 10 mm yang di

kategorikan memiliki aktivitas antibakteri yang kuat. Sedangkan isolat biomassa
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DSL4, DSL5, DSL6 rata-rata memiliki zona hambat < 10 mm yang di kategorikan
memiliki aktivitas antibakteri yang lemah sampai sedang jika dibandingkan
dengan antibiotik terasiklin. Perbedaan sensitivitas bakteri terhadap antibakteri
dipengaruhi oleh struktur dinding sel bakteri. Bakteri gram positif memiliki
kecenderungan yang lebih sensitif dibandingkan bakteri gram negatif. Bakteri
gram positif memiliki struktur dinding sel yang lebih sederhana yang tersusun atas
peptidoglikan, sedangkan struktur dinding sel bakteri gram negatif tersusun atas
lipopolisakarida. Struktur dinding sel yang lebih sederhana akan memudahkan
senyawa antibakteri masuk ke dalam sel bakteri gram positif (Brogden efal, 2005)
Aktivitas antibakteri keenam ckstrak metanol tersebut jika dibandingkan
dengan antibiotik standar (tetrasiklin), efektivitas ekstrak metanol terhadap bakteri
uji masih lebih kecil dibandingkan dengan antibiotik tetrasiklin. perbedaan
keefektivitasan ini disebabkan antibiotik tetrasiklin yang digunakan merupakan
senyawa murni schingga mempunyai aktivitas antibakteri yang tinggi. Sedangkan
ckstrak metanol yang digunakan merupakan ekstrak kasar yang memungkinkan
masih adanya kandungan senyawa lain vang mempengaruhi aktivitas
antibakterinya sehingga aktivitas yang diperoleh belum maksimal. Tetrasiklin
mempunyai spektrum yang luas dan efektif bekerja pada bakteri gram positif
maupun gram negatif. mekanisme kerja tetrasiklin dengan merusak dinding sel
pada membran plasma schingga Eemampuan membran plasma sel bakteri sebagai
barrier osmosis menjadi berkurang dan mengganggu proses biosintesis yang

diperlukan dalam membran plasma (Brogden ef al., 2005)

4.4 Hasil Analisis Data
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Data aktivitas antibakteri dilakukan analisis data menggunakan software
SPSS 16 for windows menggunakan mectode statistik deskriptif. Uji yang
dilakukan berupa uji normalitas, uji ANOVA, dan uji Post Hoc. Data dilakukan
uji normalitas dilakukan untuk mengetahui apakah data terdistribusi normal atau
tidak. Uji normalitas yang digunakan menggunakan metode hapiro-Wilk dan
Kolmogorov-Smirnov dikarenakan data yang ada kurang dari 50 data. Variabel
terikat (dependent lisf) menggunakan data zona hambat. Sedangkan variabel bebas
(independent list) menggunakan data ekstrak. Taraf kepercayaan yang digunakan
sebesar 95 %. Hasil seluruh data menunjukkan terdistribusi normal karena nilai
signifikasinya >05 schingga data diuji kembali menggunakan metode one way
ANOVA. Hasil uji normalitas dan uji ANOVA dapat dilihat pada Lampiran 11.

One ay ANOVA dilakukan untuk menguji perbedaan antara beberapa
kelompok berdasarkan satu variabel independet schingga dapat diketahui nilai
homogenitas dan nilai signifikasinya. Data dinyatakan homogen jika
signifikasinya £0,05. Nilai signifikasi Uji ANOVA hasil analisis terhadap bakteri
S. aureus, B. subtilis, E. coli dan S. fyphi masing-masing sebesar 0,543; 0,114
0,194; dan 0,146 (> 0,05) maka data memiliki variasi yang sama. Pada uji
ANOVA terdapat variabel zona hambat. Data signifikan jika nilai signifikasinya
<0,05. Nilai signifikasi yang diperoleh semua bakteri sebersar 000 maka data
tersebut berbeda signifikan. Hal ini menyatakan bahwa ckstrak berpengaruh
signifikan terhadap zona hambat.

Nilai F pada hasil uji one way ANOVA enyatakan apakah antar
kelompok data terdapat perbedaan yang signifikan dan berkaitan juga dengan

penolakan ataupun penerimaan hipotesis sementara. Hipotesis diterima apabila
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nilai F > dibandingkan nilai signifikasi. Nilai F pada bakteri S. aureus, B. subtilis,

E. coli dan S. fyphimasing-masing scbesar 20,229; 31,981; 54,027. dan 21,033
sedangkan nilai signifikasinya sebesar 0.000. Hasil ini menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok.

Pengujian dilanjutkan dengan uji Post-Hoc. Metode uji Post-Hoc yvang
digunakan berupa metode uji Post-Hoc LSD yang bertujuan untuk menunjukkan
dan kekuatan signifikasi hubungan antara ekstrak dengan zona hambat. ji Post-
Hoc LSD didasarkan pada banyaknya pasangan perlakuan yang dibandingkan
dalam satu percobaan, sedangkan uji Tukey didasarkan pada peluang melakukan
kekeliruan dalam sederetan percobaan (Sawyer, 2008).

Berdasarkan hasil analisis Tukey dan LSD bakteri wji S. aureus
menunjukkan nilai sig. > 0,05 kecuali pada ekstrak DSL1 terhadap DSL 4, DSL5,
dan DSL6, DSL2 terhadap DSL 5 dan 6, DSL4 terhadap DSL2, DSL3, DSL3, dan
DSL6. serta DSL5 dan DSL6 terhadap DSL1 dan DSL2. Sedangkan pada uji LSD
nilai sig <0,05 terdapat perbedaan yang signifikan kecuali pada ekstrak DSLI
tethadap DSL2. DSL2 terhadap DSL1 dan DSL3, DSL3 terhadap DSL2, DSL4
terhadap DSL 5 dan DSL6, DSL5 Terhadap DSL4 dan DSL6, serta DSL6
terhadap DSL4 dan DSL5 yang menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang
signifikan.

Hasil analisis uji post-hoc Tukey dan LSD nilai zona hambat (p<0.05)
terhadap seluruh perlakuan pada bakteri uji B. subtilis kecuali pada ekstrak DSL1
tethadap DSL2 dan DSL3, DSL2 terhadap DSL1 dan DSL3, DSL3 terhadap
DSL1 dan DSL2, DSL4 terhadap DSL5 dan DSL6, DSL5 terhadap DSL4 dan

DSL6. DSL6 terhadap DSL4 dan DSL5. Sedangkan pada uji LSD nilai sig. <0.05
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kecuali pada ekstrak DSL1 terhadap DSL2, DSL2 terhadap DSL1, DSL4 terhadap
DSL5 dan DSL6, DSLS5 terhadap DSL4, DSL6 terhadap DSL4 yang menunjukkan
tidak terdapat perbedaan yang signifikan.

asil analisis uji post-hoc Tukey dan LSD nilai zona hambat (p<0,05)
terhadap seluruh perlakuan pada bakteri uji E. coli kecuali pada ekstrak DSLI
terhadap DSL2 dan DSL3. DSL2 terhadap DSL1 dan DSL3, DSL3 terhadap
DSL1 dan DSL2, DSL4 terhadap DSL5 dan DSL6. DSL5 terhadap DSL4 dan
DSL6, DSL6 terhadap DSL4 dan DSL35. Sedangkan pada uji LSD nilai sig. <0,05
kecuali pada ekstrak DSL1 terhadap DSL2 dan DSL3, DSL2 terhadap DSL1 dan
DSL3, DSL3 terhadap DSL1 dan DSL2, DSLS5 terhadap DSL6, DSL6 terhadap
DSLS5 yang menunjukkan tidak adanya perbedaan vang signifikan.

asil analisis uji post-hoc Tukey dan LSD nilai zona hambat (p<0,05)
terhadap seluruh perlakuan pada bakteri uji S. typhi kecuali pada ekstrak DSLI1
terhadap DSL2 dan DSL3, DSL2 terhadap DSLI1 dan DSL3, DSL3 terhadap
DSL1 dan DSL2, DSL4 terhadap DSL5 dan DSL6, DSL5 terhadap DSL4 dan
DSL6, DSL6 terhadap DSL4 dan DSL5. Sedangkan pada uji LSD nilai sig. <0,05
kecuali pada ekstrak DSL1 terhadap DSL2 dan DSL3, DSL2 terhadap DSL1 dan
DSL3, DSL3 terhadap DSL1 dan DSL2, DSL4 terhadap DSL3 dan DSL6, DSL5
terhadap DSL4 dan DSL6, DSL6 terhadap DSL4 dan DSL5 yang menunjukkan
tidak adanya perbedaan yang signifikan karena nilai sig. >0.05.
4.5 olasi Senyawa Metabolit Sekunder dari jamur DSL1

Ektrak pekat metanol DSL1 (1,04 gr) lakukan pemisahan menggunakan

teknik kromatografi kolom gravitasi menggunakan fasa diam silika gel G 60 (70-

230 mesh) dengan perbandingan ekstrak : silika gel (1:10). Proses pemisahan
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dilakukan menggunakan pelarut sesuai dengan tingkat kepolaran seperti n-heksan
(non polar), ctil asctat (semi polar) dan metanol (polar). Sampcl ckstrak dilakukan
preabsorbsi, kemudian dimasukkan kedalam kolom gravitasi secara merata. Lalu
dielusi menggunakan fase gerak dengan uen n-heksan : etil asetat (10:0 — 0:10)
dan etil asetat : metanol (10:0 — 0:10). Eluat yang turun, ditampung dalam vial
berukuran 10 ml. Proses elusi dihentikan apabila dipastikan ekstrak yang dielusi

sudah tidak ada lagi. dan warna eluat telah berwarna jernih. Skema pemisahan dan

pemurnian senyawa 1 tertera pada Gambar 9.

[ Ekstrak Pekat Metanol DSL1 (1,04 gr) }

-KK, eluen : n-heksan. etil asetat,
Metanol bergradien.
-KLT

' ! '
A B ) [
-K K, eluen: etil asetat :

Metanol bergradien
-KLT

.

l
L3 (=]

F3
-KK. Eluen metanol 100 % l

=)-

Senyawa 1

Gambar 9. Skema Pemisahan dan Pemurnian Senyawa-1

Eluat yang turun ditampung dalam vial berukuran 10 mL dan diperoleh
sebanyak 45 vial. Hasil kolom tersebut kemudian di KLT menggunakan eluen
heksan : etil dengan perbandingan 2:8 (Gambar 10). KLT rtujuan untuk melihat
pola noda yang terbentuk schingga hasil kolom tersebut dapat dikelompokkan

dalam beberapa fraksi.
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N . Y N

1 k2 F. F4
Gambar 10. KLT hasil kolom ekstrak metanol jamur DSL1 fraksi 1-4 dengan eluen heksan :
etil (2:8)

Hasil KLT menunjukkan fraksi satu tidak tampak pola noda yang
terbentuk. Fraksi 4 enunjukkan pola noda yang lebih tampak dibandingkan
dengan pola noda yang terbentuk pada fraksi 2 dan fraksi 3. Setelah di KLT,
kemudian dikelompokkan menjadi 4 fraksi kolom (F1-F4). genggabungan hasil

kolom gravitasi ekstrak metanol jamur endofitik dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Penggabungan hasil kromatografi kolom gravitasi ekstrak metanol biomassa jamur
endofitik.
Vial Fraksi Berat (mg)
1-9 F1 205
9-21 F2 280
21-31 F3 260
31-45 F4 295

Fraksi F4 meunjukkan campuran padatan putih sehingga di lakukan
pemisahan lagi menggunakan kromatografi kolom (rekromatografi) menggunakan
cluen etil asetat : metanol bergradien. Hasil rekromatografi fraksi F4 diperoleh 28
vial. Hasil kolom sealnjutnya di KLT menggunakan cluen heksan : etil asetat
(1:3)(Gambar 11). Hasilnya kemudian dikelompokkan ke dalam tiga fraksi kolom

(F1 - F3).
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F| 3

Gambar 11. Hasil KLT dari fraksi kolom F3

Tabel 5. Pengelommkkan fraksi F4 hasil kromatografi kolom Eravitasi

Vial Fraksi Berat (mg)
1-8 F1 85
8-19 F2 106
20-28 F3 104

Fraksi F4.3 dengan noda potensial dimurnikan dengan rekromatografi kolom

hingga diperoleh senyawa 1 berupa serbuk berwarna putih sebanyak 104 mg.

(a) b (© (@
Gambar 12. Serbuk senyawa murni (affJHasil KLT pemurnian fraksi F4.3 dengan eluen
metanol (100%) (b), meatnol-etil asetat (1:1) (c), dan metanol-etil asetat (4:1) (d).

4.6  Penentuan Struktur Molekul
Senyawa murni yang didapatkan kemudian dilakukan penetuan struktur
molekul dengan metode spektroskopi Inframerah dan spektroskopi NMR ('H-

NMR dan BC-NMR).




4.6.1 Identifikasi dengan Spektrum Inframerah
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Pengukuran spektrum inframerah bertujuan untuk mengetahui gugus

fungsi yang terdapat pada senyawa hasil isolasi. Hasil pengukuran spektrum

inframerah sampel DSL1 menunjukkan adanya puncak gugus O-H yang muncul

pada daerah 3279.22 cm’!. Selain itu, tampak juga puncak pada daecrah 297044

cm’! yang mengindikasikan adanya ikatan C-H alifatik. Daerah 1076,44 — 1076,97

cm’! tampak puncak tajam dengan intensitas kuat yang mengindikasikan adanya

ikatan gugus C-O alkohol.
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Gambar 13. Spektrum IR senyawa murni hasil isolasi

958.87 929 28

o
I 0
L (]
& g
3 -
cnrh £
['+] -
g w
o ]
® S
| o
o L
| o
@
[
o
o
1000 500

Tabel 6. Puncak-puncak serapan senyawa murni hasil isolasi pada spektrum IR
dibandingkan dengan literatur (Branco, Alexandroet. al 2010)*.
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4.6.2 Identifikasi dengan Spektrum "H-NMR
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Data spektrum 'H-NMR untuk mengetahui jumlah proton yang terkandung
dalam scnyawa murni hasil isolasi. Spektrum 'H-NMR (500 MHz, DMSO)
senyawa murni hasil isolasi (Gambar 14) pada daerah -1.0 — 4,0 ppm
menunjukkan adanya sinyal yang menumpuk pada daerah 3.4 — 3,6 ppm dan pada
dacrah 4,1 — 43 ppm. Sinyal yang menumpuk pada daerah 3.4 — 3,6 ppm ini
mengindikasikan sinyal untuk C-H alifatik. baik dalam bentuk metil, metilen,

maupun metin dalam bentuk C Sp’. Sedangkan sinyal yang menumpuk pada

daerah 4,1-4.3 ppm mengindikasikan sinyal untuk gugus hidroksil (-OH)
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Gambar 14, Spektrum 'H-NMR Isolat pada daerah & -1— 14 ppm
Data spektrum 'H-NMR isolat pada Gambar 15 menunjukkan adanya
sinyal pada daerah & 4,12 ppm. Sinyal yang terbentuk mengindikasikan adanya
enam gugus hidroksil diantaranya pada daerah 6 4,12 ppm (2 x O-H, s): daerah 3
4,31 ppm (2 x O-H, t): dan daerah & 4,39 ppm (2 x O-H, d). Sinyal C;-OH muncul
pada daerah 6 4,31 ppm (t). Sinyal C2-OH muncul pada daerah & 4.39 ppm (d).

Sinyal C3-OH muncul pada daerah & 4,11 ppm (d). Sinyal C4-OH muncul pada
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daerah 6 4,11 ppm (d). Sinyal Cs-OH muncul pada daerah & 4,39 ppm (d). Sinyal

Cs-OH muncul pada dacrah 6 4.31 ppm (t).

MNEOQTONNEN ST MO RSO0 ONMEOM T O oW
EEFERER S LR IR EE PR
GEEEMnnMunTT T T T T T T AMA a6
EXEEEEREEPRRS TR ER DI P bR
0O-H 0O-H 0O-H 44
43925 43099 41195
= - -
8% aga £3
1y HRa bl
LN < N7
NP
| n | | |
‘Il ||'l ||r
L I Al o~ Ml
.'l! .'H'. ,'J. .*'Muju‘i*l'[ S\ L
L N e . % S P L S
— et ] e P P L i [T

4.65 4.60 4.55 4.50 4.45 4.40 4.35 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4,00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 345 340 335 3.30 3.25

Gambar 15. Spektrum 'H-NMR Isolat pada daerah & 3,25 — 4,65 ppm

Data spektrum 'H-NMR pada daerah 6 3,26 — 3,70 ppm (Gambar 16)

menunjukkan 4 sinyal metin pada daerah & 3,42 — 3,47 ppm (I x 1H, m) dan &
3.52—3.55 ppm ( 1 x 1H. t). Selain itu, tampak juga 2 sinyal metin pada dacrah &

3.35-3.39 ppm (2H, m) dan daerah 6 3.58 — 3.61 (2H. m).
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Gambar 16. Spektrum 'H-NMR Isolat pada daerah & 3,26 — 3,70 ppm

4.6.3 Identifikasi dengan Spektrum BC-NMR

Data spektrum “C-NMR digunakan untuk menentukan jumlah atom
karbon yang terkandung dalam struktur senyawa hasil isolasi. Spektrum *C-NMR
(125 MHz, DMSO) pada daerah & -10 — 240 ppm menunjukkan adanya sinyal
yang terbentuk pada daerah 6 63,86 — 71,32 ppm yang mengindikasikan sinyal

untuk C Sp’ yang terikat pada heteroatom.
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46

Gambar 17. Spektrum *C-NMR Isolat pada daerah & -10 — 240 ppm

Spektrum “C-NMR menunjukkan munculnya tiga sinyal karbon.
Berdasarkan spektrum DEPT 135 diketahui bahwa dua sinyal karbon adalah CH:
yang ditunjukkan oleh sinyal yang mengarah ke bawah (6 C 70,7 dan 71.3 ppm).
Satu sinyal vang lain adalah karbon CH3 vang ditunjukkan oleh sinyal yang
mengarah ke atas (3 C 64,9 ppm). Berdasarkan jumlah proton yang terikat pada
atom H ("H-NMR) ada 8. maka diduga 3 sinyal karbon tersebut adalah ckuivalen
untuk 6 karbon. Data spektrum '*C-NMR dan DEPT menunjukkan adanya
keberadaan 6 karbon pada daerah & 63.86 — 72,32 ppm. Atom karbon tersebut
terdiri dari 2 atom CH> dan 4 atom CH. Sinyal untuk 2 atom CH: muncul pada
daerah & 63.86 ppm yang muncul juga pada spektrum DEPT daerah & 64.86
dengan puncak menghadap ke atas. Sinyal untuk 4 atom CH muncul pada daerah
6 69.69 ppm (2 x CH) dan daerah & 71.32 ppm yang muncul juga pada spektrum
DEPT pada daerah & 70,68 ppm dan & 7232 ppm dengan posisi puncak
menghadap ke bawah. Data spektrum *C-NMR dan DEPT membuktikan terdapat

adanya 6 karbon.
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Gambar 18. Spektrum DEPT 135 Isolat pada daerah & 60 - 80 ppm

Tabel 7. Data spektrum 1H-NMR dan 13C-NMR senyawa 1 dibandingkan dengan literatur
(Branco, Alexandro et al 2010)*.

No.C sCqpm)  aHgpm) D05 3Cppm) SH*(ppm)
ppm)

] 63.86 3,60, dan 337, (2H) _ CH: 64,15 3.54, dan 3,39, (2H)

2 69,69 3.45(2H) CH 069,94 3.45(2H)

3 71,32 3,53 (2H) CH 71,58 3,61 (2H)

4 71.32 3,53 (2H) CH 71,58 3,61 (2H)

5 69,69 3,45 (2H) CH 69,94 3.45 (2H)

6 63.85 3.60.dan337 (2H)  CH: 64,15 3,54, dan 3,39, 2H)
C;-OH 431(0 4311
C:-OH 439 (d) 439(d)
C3-OH 4.11(d) 4,11 (d)
C.-OH 4,11(d) 4,11(d)
Cs-OH 439 (d) 439(d)
Cs-OH 431 (1) 431 ()

Berdasarkan interpretasi data 'C-NMR, senyawa hasil isolasi
menunjukkan adanya 6 sinyal karbon. Dari 6 sinyal tersebut, 2 sinyal untuk
metilen dan 4 sinyal untuk metin. Sedangkan dari data 'H-NMR, senyawa hasil
isolasi menunjukkan adanya 12 sinyal proton. Dari 12 sinyal tersebut, 2 sinval
proton untuk metin, 4 sinyal proton untuk metilen, dan 6 sinyal proton untuk
gugus hidroksil. Dengan demikian, dapat diketahui bahwa senyawa hasil isolasi
memiliki kerangka alifatik, dengan rumus molekulnya adalah CsH14Os. Double
Bond Equivalent (DBE) adalah 0, yaitu tidak ada ikatan rangkap pada scnyawa
yang diisolasi. Dengan demikian, diusulkan struktur molekulnya yaitu Mannitol.

Struktur molekul senyawa hasil isolasi tertera pada Gambar 19.

OH OH
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Gambar 19. Struktur senyawa murni hasil isolasi (Mannitol) dari jamur endofitik daun

tanaman sawi langit (Ageratum conizoides Linn.)
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BABV
KESIMPULAN
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan data yang diperoleh dari penelitiaan yang telah dilakukan
dapat diambil kesimpulan sebagai berikut.

1. Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak biomassa jamur endofitik daun
tanaman sawi langit menunjukkan bahwa adanya zona hambat pada
bakteri Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, dan
Salmonella thypi sedang sampai kuat.

2. Hasil identifikasi etabolit seckunder dari ckstrak aktif biomassa daun

tanaman sawi langit menunjukkan mengandung senyawa mannitol.

e

2  Saran
Adapun saran untuk penelitian lebih lanjut adalah perlu dilakukan isolasi
senyawa polihidroksi dari biomassa tanaman lain vang memiliki potensi

antibakteri.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Isolasi Biomzﬁa Jamur Endofit

Jamur Endofit Murni

v

v

-Dibuat kultur stock dan kultur kerja pada
medium PDA,

Kultur Stock

Kultur Kerja

l

-Kultivasi dalam medium PDB

-Inkubasi (6 minggu)

Kultur jamur Endofit

v

Medium

v

Miselium

v

-Dioven hingga bobot konstan.
-Gerus hingga halus dengan lumpang
-Disokletasi dengan metanol

-Evaporasi

Ekstrak PekaﬁMetanol

A J

-Kromatografi Kolom
-KLT

-Fraksi Kolom

Fraksi Kolom

Y

-Kromatografi Kolom
-Pemurnian

-KLT

-Uji Antibakteri

Ekstrak Metanol

l

Usulan Struktur
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Lampiran 2. Skema kerja uji aktivitas antibakteri

lat dari ekstrak metanol biomassa

Jjamur endofitik tanaman sawi langit

l Dilarutkan dengan metanol

Cakram di rendam pada masing-masing

konsentrasi uji

l Setelah kering

Cakram diletakan pada media uji yang berisi

suspensi bakteri

l

Diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C

l Diukur

Zona hambat disekitar cakram

l Tentukan

KonsentrasiHambat Minimum




Lampiran 3. Pembuatan Medium PDB (Potato Dextrose Broth)

2 gr Kentang

l -Cuci, rebus

dalam 100 ml Aquades

Filtrat

-Saring

-Tambahkan aquadest 100 ml dan 20 gr gula monosakarida

-Simpan dalam erlenmeyer

Media

6l

|y Sterilisasi menggunakan autoklaf (121°C) 1 atm (15

menit).
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Lampiran 4. Pembuatan Medium PDA (Potato Dextrose Agar)

200 gr kentang

- Ins, cuci, dan rebus dalam 1000 ml akuades

Filtratat

- Sarnng

- Tambahkan akuades 1000 ml

- Tambahkan 20 gr gula monosakarida
- Tambahkan 15 gr Bacto™ Agar

- Simpan dalam erlenmeyer

Media

Ly Sterilisasi menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C, tekanan | atm
selama 15 menit
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Lampiran 5. Pembuatan Media NA (Nutrient Agar)

20gr Nutrient Agar

-Dilarutkan dalam 1000 ml akuades
v

1000 mL Aquadest

-Homogenkan menggunakan magnetic stirer
A

Larutan nutrient agar
yang telah homogen

-nnaskan di atas hotplate

-tutup dengan kapas

-Sterilisasi menggunakan autoklaf
Suhu 121°C/1 atm (15 menit)

Media nutrient agar
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Lampiran 6. Perhitungan Konsentrasi Senyawa Antibakteri dan Antibiotik
Standar

1. Konsenirasi sampel ekstrak metanol biomassa tanaman sawi langit 400
pg/disk

400 pg/disk = 400 pg/10 pL

400 g 400pg 100
10puL  0,01mL " 100

4 ug . 10.000
0,0001mL  10.000

_ 40,000 ug
1mL

=40.000 ppm atau 4%

4 gr
0, — !
4% 100 mL

_4.000.000 pg
100 mL

_ 4000 mg
100 mL

_ 40mg
1mL

[ 1]
Jadi yang diambil adalah 40 mg ekstrak dalam 1 mL metanol

2. Konsentrasi senyawa antibiotik tetrasiklin (30pug/disk)
30 pg/disk =30 pg/10 uL

30pug _ 30pug 100

10 uL 0,01mL " 100

0,3 pg _10.000
0,0001mL  10.000

_ 3.000 ug
1mL

=3.000 ppm atau 0.3%
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_ 300,000 ug
100 mL

_ 300mg
100 mL

_3mg
1mL

[ ]
Jadi yang diambil adalah 3 mg ekstrak dalam 1 mL metanol
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Lampiran 7. Dokumentasi Proses Ekstraksi Biomassa Jamur Endofit

Tanaman Sawi Langit

Kultur Jamur Endofitik

Pemanenan biomassa
jamur endofitik

Biomassa jamur
endofitik

Soxletasi Evaporasi

Ekstrak kental
metanol
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Lampiran 8. Kultur biomassa jamur endofitik pada minggu ke-6.
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Lampiran 9. Biomassa jamur endofitik kering yang telah dihaluskan dan
direndam dengan metanol.

DSL1, DSL2, DSL3 DSL4, DSL5, DSL6
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Lampiran 10. Dokumentasi Biomassa Kering Jamur Endofitik Daun
Tanaman Sawi Langit
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Lampiran 11. Surat Keterangan Hasil Determinasi

)

KEMENTRIAN RISET, TEKNOLOGI DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS SRIWLJAYA
FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
JURUSAN BIOLOGI
Jalon Palembang-Prabumulib, KM 32 Inderalaya Kabupsten Ogan llir 30662
Telepon (0711)582308, Laman : biologl. mips. wasriac.id

SURAT KETERANGAN
Nomor 146 .2 /UNS.LTAPP2017

Yang bertanda tangan di bawah ini, Kepala Laborstonum Taksosomi Tumbuhan Jurusan Biolog

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam. menerangkan dengan sesungguhnya bahwa,

Nana : Dr. Elfita, MSi.
Asal instansi - Jurusan Kimia PMIPA Universitas Saiwijays

telah melakukan identifikasi rumbuhan dengan has| sebagai berikut,

Sampel | Familia Gonmy Species i Nama Daerah
I Asparagaccas Cordyling Cordytine frncticosa (L) A.Chey. | Debuang merah
2. | Salicacese Flavourtia | Flocourtio_rwkam_Zoll. & Mor. Rukain
3. | Lormoth Scwrrala Sewrruia atropurperea (BL) Dans | Kays Aro singgab |
4. | Compasitae Vermani Ferwomiu cimerea (L) Less. Sawi Langst
- Crassulacene Brvophyilum | Bryophyiium pinmcnm (Lam. ) Cungur Bebek
Oken
6, |Lomiacese | Codews Caleny scwssllarioides (L) Bonth. | Kembang At-Ati
7 Cucurbitaceae B fi " Ci | Kundur _
] Euphorbiacene Fuphorhia Eapuhortiar hirta 1 Patican Kebo
9 Solunacene Physalis Plysaliy angwlat L Ciplukan
10| Mimosscese My Mimosa pigra L Batang Kayu Berduri
11, | Melastomatacese | Ak [ walibeatheicom L Seduduk
12. | Evphorbiscene | Coddiacum | Codlocwm variegrtum (L) Biame | Puding Merah

Identifikcass tersebut dibantu oleh Dr. Laila Hanum, MSi.
Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dspergumakan seperiunys.

Indralays, 11 Janisari 2017
Kepala Laborstorium
Taksonom: Tumbuban

" A

Dra Nita Aminasih. MP.
NIP. 196205171993032001
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Lampiran 12. Hasil uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Metanol DSL1-DSL6
dan Antibiotik Standar

Ekstrak B“ll?;:l‘] Replikasi (mm) Rata-rata SD
1 2 3
DSL1 S. aureus 20.2 18,5 17.6 18.76666667 1,320353
B. subtilis 16.8 16,6 17.1 16.83333333 0251661
E. coli 16.4 15,5 15.4 15,76666667 0,550757
S. typhi 16.5 15.4 152 15.7 0.7
DSL2 S. aurecus 18.5 174 15.6 1716666667 1.464013
B. subtilis 16.2 16,8 16,1 1636666667 0378594
E. coli 14,2 15,6 14,9 14,9 0,7
S. typhi 14.8 152 14.5 14,83333333 0351188
DSL3 S. aureus 14.5 144 13.5 14,13333333 0,550757
B. subtilis 15.5 14.6 13.2 14.43333333 1,159023
E. coli 17.5 16,4 15.6 16,5 0,953939
S typhi 15.6 15,5 14,5 15,2 0,608276
DSL4 S. aureus 12,5 10,6 8.5 10,53333333 2,000833
B. subtilis 10,5 104 8.6 9.833333333 1,069268
E. coli 10,6 9,5 0.8 8,9606060067 1,955335
S. typhi 10.6 8.5 6.4 8.5 2.1
DSL5 S. aureus 10,5 7.6 6.7 8,266666667 1,985783
B. subtilis 12,5 104 10.5 11.13333333 1,184624
E. coli 7.5 6.8 5.6 6.633333333 0,960902
S. typhi 10.6 7.6 5.8 8 2424871
DSL6 S. aureus 10.5 82 5.4 8.033333333 2.554082
B. subtilis 10.6 8.5 7.5 8.866666667 1,582193
E. coli 7.8 6,5 64 6.9 0,781025
S. typhi 9.8 8,5 8.2 8,833333333 0,85049
Antibiotik B"[']‘;i“ . Replikasi (mm) 1};:; SD
Standar 1 2 3
Tetrasiklin S, aureus 22.5 18,6 20,7 20,6 1951922
B.
subtilis 19.5 19.2 18.9 19.2 0.3
E. coli 18.6 18,2 18.4 18.4 0,2
S. typhi 18.0 18.8 18.9 18.76667 0.152753
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Lampiran 13. Dokumentasi Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol, tetrasiklin dan pelarut DMSO
terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol. tetrasiklin dan pelarut DMSO
terhadap bakteri Bacillus sublilis.

Hasil uji aktivitas antibakteri ckstrak metanol. tetrasiklin dan pelarut DMSO
terhadap bakteri Escherichia coli.
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Hasil uji aktivitas antibakteri ekstrak metanol, tetrasiklin dan pelarut DMSO

terhadap bakteri Salmonella typhi.




Lampiran 14. Analisis Data

1.

Uji Normalitas
a. Staphylococcus aureus

Tests of Normality

74

Ekstr Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
2k Statistic Df Sig. Statistic Df Sig
Zona_Hambat DSL1 247 3 969 3 664
DSL2 230 3 981 3 736
DSL3 353 3 824 3 174
DSL4 180 3 999 3 945
DSL35 298 3 915 3 437
DSL6 193 3 997 3 892
a. Lilliefors Significance Correction
b. Bacillus subtilis
Tests of Normality
Ekstra Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
k Statistic df Sig. Statistic Df Sig.
Zona Hambat DSLI 219 3 987 3 780
DSL2 337 3 855 3 253
DSL3 224 3 984 3 762
DSL4 369 3 789 3 .089
DSL5 370 3 786 3 081
DSL6 258 3 960 3 614
a. Lilliefors Significance Correction
c. Escherichia coli
_ Tests of Normality
Ekstra Kolmogorov-Smimov* Shapiro-Wilk
k Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Zona Hambat  DSLI 353 3 824 3 174
DSL2 175 3 1.000 3 1.000
DSL3 208 5 .992 3 820
DSL4 274 3 944 3 .345
DSL5 236 3 977 3 712
DSL6 362 3 .803 3 122
a. Lilliefors Significance Correction
d. Salmonella typhi
Tests of Normality
Ekstra Kolmogofy-Smirnov* Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic Df Sig.
Zona Hambat  DSLI 333 ] 862 3 274
DSL2 204 3 993 3 843
DSL3 356 8 818 3 157
DSL4 175 3 1.000 3 1.000
DSL5 232 3 980 3 726
DSL6 319 3 885 3 339

a. Lilliefors Significance Correction
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2. Uji ANOVA One Way
a. Staphyvlococcus aureus

Test of Homogeneitv of Variances

Zona Hambat

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
846 5 12 .543
ANOVA
Zona_Hambat
Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 314.565 3 62913  20.229 .000
Groups
Within Groups 37.320 12 3.110
Total 351.885 17

b. Bacillus subtilis

Test of Homogeneity of Variances
Zona Hambat

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
2.263 35 12 114
ANOVA
Zona Hambat
Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 175.898 5 35.180 31.981 000
Groups
Within Groups 13.200 12 1.100
Total 189.098 17

Escherichia coli

Test of Hnmogeneit)' of Variances

Zona Hambat

Levene df1 df2 Sig.
Statistic
1.767 5 Iz .194
ANOVA
Zona_Hambat
Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 317.858 5 63.572  54.027 000
Groups
Within Groups 14.120 12 1.177

Total 331978 17




d. Salmonella typhi

Test of Homogeneity of Variances

Zona Hambat
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Levene dfl df2 Sig.
Statistic
2.029 5] 12 .146
ANOVA
Zona_Hambat
Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 210.271 5 42.054 21.033 {000
Groups
Within Groups 23.993 12 1.999
Total 234.264 17
3. Ujiﬁosr Hoc
a. Staphylococcus aureus
Multiple Comparisons
Dependent Variable:Zona Hambat
(D ()} Mean Std. Sig. 95% Confidence Interval
Ekstrak  Ekstrak  Difference Error Lower Upper
(I-I) Bound Bound
Tukey  DSLI1 DSL2 160000  1.43991 868 -3.2365 6.4365
HSD DSL3 4.63333  1.43991 063 -.2032 9.4699
DSL4 8.23333° 1.43991 001 3.3968 13.0699
DSL5 10.50000° 1.43991 000 5.6635 15.3365
DSLo 10.73333°  1.43991 000 5.8908 15.5699
DSL2 DSL1 -1.60000  1.43991 868 -6.4365 3.2365
DSL3 3.03333 1.43991 345 -1.8032 7.8699
DSL4 6.63333° 1.43991 006 1.7968 11.4699
DSL5 8.90000° 1.43991 001 4.0635 13.7365
DSLo6 9.13333°  1.43991 000 4.2968 13.9699
DSL3 DSL1 -4.63333  1.43991 063 -9.4699 2032
DSL2 -3.03333 1.43991 345 -7.8699 1.8032
DSL4 3.60000  1.43991 198 -1.2365 84365
DSL5 5.86667°  1.43991 015 1.0301 10.7032
DSLo6 6.10000°  1.43991 011 1.2635 10.9365
DSL4 DSL1 -8.23333" 1.43991 001 -13.0699 -3.3968
DSL2 -6.63333"  1.43991 006 -11.4699 -1.7968
DSL3 -3.60000  1.43991 198 -8.4365 1.2365
DSL5 226667  1.43991 628 -2.5699 7.1032
DSL6 2.50000 1.43991 536 -2.3365 7.3365
DSL5 DSL1 -10.50000" 1.43991 000 -15.3365 -5.6635
DSL2 -8.90000°  1.43991 001 -13.7365 -4.0635
DSL3 -5.86667°  1.43991 015 -10.7032 -1.0301
DSL4 -2.26667 1.43991 628 -7.1032 2.5699
DSL6 23333 1.43991 1.000 -4.6032 5.0699
DSL6  DSLI1 -10.73333"  1.43991 000 -15.5699 -5.8968
DSL2 -9.13333"  1.43991 000 -13.9699 -4.2968
DSL3 -6.10000° 1.43991 011 -10.9365 -1.2635




LSD

DSL1

DSL2

DSL3

DSL4

DSL3

DSL6

DSL4
DSL5
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL3

-2.50000
-.23333
1.60000

4.63333°

8.23333"

10.50000°
10.73333°

-1.60000
3.03333

6.63333"

8.90000"

9.13333°

-4.63333°

-3.03333

3.60000°

5.86667"

6.10000°

-8.23333°
-6.63333°
-3.60000°
2.26667
2.50000
-10.50000"
-8.90000°
-5.86607"
-2.26667
23333
-10.73333°
9.13333°
-6.10000°

-2.50000
-.23333

1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991
1.43991

* The mean difference is signiﬁcant at the 0.05 level.

336
1.000
288
007
000
.000
.000
288
057
001
.000
000
007
057
028
002
001
.000
001
028
141
108
.000
.000
002
141
874
.000
000
001
108
874
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-7.3365 23365
-5.0699 4.6032
-1.5373 4.7373
1.4960 7.7706
5.0960 11.3706
7.3627 13.6373
7.5960 13.8706
-4.7373 1.5373
-.1040 6.1706
3.4960 9.7706
5.7627 12.0373
5.9960 12.2706
-7.7706 -1.4960
-6.1706 1040
4627 6.7373
2.7294 9.0040
2.9627 9.2373
-11.3706 -5.0960
-9.7706 -3.4960
-6.7373 -4627
-.8706 5.4040
-.6373 5.6373
-13.6373 -1.3627
-12.0373 -5.7627
-9.0040 -2.7294
-5.4040 8706
-2.9040 3.3706
-13.8706 -7.5960
-12.2706 -5.9960
-9.2373 -2.9627
-5.6373 6373
-3.3706 2.9040

b. Bacillus subtilis

Multiple Comparisons

Dependentﬂariab]e:éﬁuna Hambat

Tukey
HSD

(1))
Ekstrak

DSL1

DSL2

DSL3

DSL4

()]

Ekstrak

DSL2
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL.2
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3

Mean
Difference

(I-)
46667
2.40000
7.00000°
5.70000°
7.96667°
- 46667
1.93333
6.53333°
5233337
7.50000°
-2.40000
-1.93333
4.60000°
3.30000°
5.56667°
-7.00000°
-6.53333°
-4.60000°

Std.
Error

85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635
85635

Sig.

993
124
.000
.000
000
993
282
.000
001
000
124
282
.002
022
.000
.000
.000
002

05% Confidence Interval

Lower Bound Upper
Bound

-2.4097 33431
-4764 5.2764
4.1236 9.8764
2.8236 8.5704
5.0903 10.8431
-3.3431 2.4097
-.9431 4.8097
3.6569 9.4097
2.3569 8.1097
4.6236 10.3764
-5.2764 4764
-4.8097 9431
1.7236 74704
4236 6.1764
2.6903 8.4431
-9.8764 -4.1236
-9.4097 -3.6569
-7.4764 -1.7236
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DSL5 -1.30000 85635 .660 -4.1764 1.5764

DSL6 96667 85635 .860 -1.9097 3.8431

DSL5 DSL1 -5.70000° 85635 .000 -8.5764 -2.8236
DSL2 -5.23333" 85635 001 -8.1097 -2.3569

DSL3 -3.30000° 85635 .022 -6.1764 -4236

DSL4 1.30000  .85635 .660 -1.5764 4.1764

DSL6 226667  .85635 .159 -.6097 5.1431

DSL6 DSL1 -7.96667° 85635 .000 -10.8431 -5.0903
DSL2 -7.50000° 85635 .000 -10.3764 -4.6236

DSL3 -5.56667° 85635 .000 -8.4431 -2.6903

DSL4 -.96667 85635 860 -3.8431 1.9097

DSL5 -2.26667 85635 159 -5.1431 6097

LSD DSL1 DSL2 46667 85635 .396 -1.3992 23325
DSL3 2.40000° 85635 016 .5342 42658

DSL4 7.00000°  .85635 .000 5.1342 8.8658

DSL5 5.70000°  .85635 .000 3.8342 7.5658

DSL6 7.96667° 85635 .000 6.1008 9.8325

DSL2 DSL1 -46667 85635 596 -2.3325 1.3992
DSL3 1.93333" 85635 .043 .0675 3.7992

DSL4 6.53333" 85635 .000 4.6675 8.3992

DSL5 5.23333" 85635 .000 33675 7.0992

DSL6 7.50000°  .85635 .000 5.6342 9.3658

DSL3 DSL1 -2.40000° 85635 016 -4.2658 -.5342
DSL2 -193333" 85635 .043 -3.7992 -.0675

DSL4 4.60000° 85635 .000 2.7342 6.4658

DSL5 330000 85635 .002 1.4342 5.1658

DSL6 5.56667°  .85635 .000 3.7008 7.4325

DSL4 DSL1 -7.00000" 85635 .000 -8.8658 -5.1342
DSL2 -6.53333" 85635 .000 -8.3992 -4.6675

DSL3 -4.60000° 85635 .000 -6.4658 -2.7342

DSL5 -1.30000 85635 155 -3.1658 5658

DSL6 96667 85635 281 -.8992 2.8325

DSL5 DSL1 -5.70000° 85635 .000 -7.5658 -3.8342
DSL2 -5.23333" 850635 .000 -7.0992 -3.3675

DSL3 -3.30000° 85635 .002 -5.1658 -1.4342

DSL4 1.30000  .85635 .155 -.5658 3.1658

DSL6 226667 850635 .021 4008 4.1325

DSL6 DSL1 -796667° 85635 .000 -9.8325 -6.1008
DSL2 -7.50000°  .85635 .000 -9.3658 -5.6342

DSL3 -5.56667" 85635 .000 -7.4325 -3.7008

DSL4 -.96667 85635 281 -2.8325 .8992

DSL5 -2.26667° 85635 021 -4.1325 -4008

* The mean difference is sianiﬂcant at the 0.05 level.

¢. Escherichia coli

Multiple Comparisons
Dependent Variable:Zona Hambat
(D [@))] Mean Std. Sig. 95% Confidence Interval
Ekstrak  Ekstrak  Difference Error Lower Upper
(I-1) Bound Bound
Tukey  DSLI DSL2 80667 .88569 916 -2.1083 3.8416
HSD DSL3 -.73333 88569 956 -3.7083 22416
DSL4 6.80000" .88569 000 3.8250 9.7750
DSL5 9.13333" .88569 000 6.1584 12.1083
DSL6 8.86667" .88569 000 5.8917 11.8416
DSL2 DSL1 -.80667 88569 916 -3.8410 2.1083
DSL3 -1.60000 88569 497 -4.5750 1.3750

DSL4 5.93333" .88569 000 2.9584 8.9083




DSL3

DSL4

DSL5

DSL6

LSD DSL1

DSL2

DSL3

DSL4

DSL5

DSL6

DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL3
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL4
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL5
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL6
DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5

8.26667"
8.00000"
73333
1.60000
7.53333"
9.86667"
9.60000"
-6.80000°
-5.03333"
-7.53333"
2.33333
2.06667
-9.13333"
-8.26667"
-9.86667"
-2.33333
-.26667
-8.86667"
-8.00000"
-9.60000"
-2.06667
26667
86667
-.73333
6.80000°
9.13333"
8.86667"
-.86667
-1.60000
5.93333°
8.26667"
8.00000°
73333
1.60000
7.53333"
9.86667"
9.60000°
-6.80000"
-5.93333"
-7.53333"
2.33333°
2.06667"
-0.13333"
-8.26667"
-0.86667"
-2.33333"
-.26667
-8.86667"
-8.00000"
-9.60000"
-2.06667"
26667

.88569
.88569
.88569
88569
.88569
.88569
.88569
.88569
88569
.88569
88569
.88569
.88569
.88569
.88569
88569
.88569
88569
.88569
.88569
88569
.88569
88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
.88569
88569
.88569
88569
.88569
.88569
.88569
.88569
88569

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

000
.000
956
497
000
000
.000
000
000
.000
162
253
000
000
.000
162
1.000
000
.000
.000
253
1.000
347
424
000
000
.000
347
096
000
.000
.000
424
096
000
.000
.000
000
.000
000
022
038
000
.000
000
022
769
.000
.000
.000
038
769

5.2917
5.0250
-2.2416
-1.3750
4.5584
6.8917
6.6250
-9.7750
-8.9083
-10.5083
-.6416
-.9083
-12.1083
11.2416
-12.8416
-5.3083
-3.2416
-11.8416
-10.9750
-12.5750
-5.0416
-2.7083
-1.0631
-2.6631
4.8703
7.2036
6.9369
-2.7964
-3.5297
4.0036
6.3369
6.0703
-1.1964
-.3297
5.6036
7.9369
7.6703
-8.7297
-7.8631
-9.4631
4036
1369
-11.0631
-10.1964
-11.7964
-4.2631
-2.1964
-10.7964
-9.9297
-11.5297
-3.9964
-1.6631
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11.2416
10.9750
3.7083
4.5750
10.5083
12.8416
12.5750
-3.8250
-2.9584
-4.5584
5.3083
5.0416
-6.1584
-5.2017
-0.8917
6416
2.7083
-5.8917
-5.0250
-0.6250
9083
32416
2.7964
1.1964
8.7297
11.0631
10.7964
1.0631
3297
7.8631
10.1964
9.9297
2.6631
3.5297
94631
11.7964
11.5297
-4.8703
-4.0036
-5.6036
4.2631
3.9964
-7.2036
-0.3369
-7.9369
-4036
1.6631
-6.9369
-6.0703
-7.6703
-.1369
2.1964
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Dependent Variable:Zona Hambat

Tukey
HSD

LSD

(1))
Ekstrak

DSL1

DSL2

DSL3

DSL4

DSL5

DSL6

DSL1

DSL2

DSL3

DSL4

DSL5

Multiple Comparisons
) Mean Std. Sig.
Ekstrak  Difference Error
(1-1

DSL2 B60667 1.15454 971
DSL3 50000 1.15454 998
DSL4 7.20000° 1.15454 000
DSL5 7.70000° 1.15454 000
DSL6 6.86667" 1.15454 001
DSL1 - 80667 1.15454 971
DSL3 -.36667 1.15454 999
DSL4 6.33333° 1.15454 001
DSL5 6.83333° 1.15454 001
DSL6 6.00000° 1.15454 002
DSL1 -.50000 1.15454 998
DSL2 36667 1.15454 999
DSL4 6.70000° 1.15454 001
DSL3 7.20000° 1.15454 000
DSL6 6.36667° 1.15454 001
DSL1 -7.20000° 1.15454 000
DSL2 -6.33333° 1.15454 001
DSL3 -6.70000° 1.15454 001
DSL5 50000 1.15454 998
DSL6 -.33333 1.15454 1.000
DSL1 -7.70000° 1.15454 000
DSL2 -6.83333"  1.15454 001
DSL3 -7.20000° 1.15454 000
DSL4 -.50000 1.15454 998
DSL6 -.83333 1.15454 975
DSL1 -6.86667" 1.15454 001
DSL2 -6.00000° 1.15454 002
DSL3 -6.36667° 1.15454 001
DSL4 33333 1.15454 1.000
DSL35 83333 1.15454 975
DSL2 B6667 1.15454 A67
DSL3 50000 1.15454 673
DSL4 7.20000° 1.15454 000
DSL5 7.70000° 1.15454 000
DSL6 6.86667" 1.15454 000
DSL1 - 86667 1.15454 467
DSL3 -.36667 1.15454 756
DSL4 6.33333° 1.15454 000
DSL5 6.83333° 1.15454 000
DSL6 6.00000° 1.15454 000
DSL1 -.50000 1.15454 673
DSL2 36667 1.15454 756
DSL4 6.70000" 1.15454 000
DSL5 7.20000° 1.15454 000
DSL6 6.36667" 1.15454 000
DSL1 -7.20000° 1.15454 000
DSL2 -6.33333° 1.15454 000
DSL3 -6.70000° 1.15454 000
DSL5 50000 1.15454 673
DSL6 -.33333 1.15454 778
DSL1 -7.70000° 1.15454 000

95% Confidence Interval

Lower
Bound

-3.0113
-3.3780
3.3220
3.8220
2.9887
-4.7447
-4.2447
2.4553
2.9553
2.1220
-4.3780
-3.5113
2.8220
3.3220
2.4887
-11.0780
-10.2113
-10.5780
-3.3780
-4.2113
-11.5780
-10.7113
-11.0780
-4.3780
-4.7113
-10.7447
-9.8780
-10.2447
-3.5447
-3.0447
-1.6489
-2.0155
4.6845
5.1845
4.3511
-3.3822
-2.8822
3.8178
4.3178
3.4845
-3.0155
-2.1489
4.1845
4.6845
3.8511
-9.7155
-8.8489
-9.2155
-2.0155
-2.8489
-10.2155

Upper
Bound
4.7447
4.3780
11.0780
11.5780
10.7447
3.0113
35113
10.2113
10.7113
9.8780
3.3780
4.2447
10.5780
11.0780
10.2447
-3.3220
-2.4553
-2.8220
4.3780
3.5447
-3.8220
-2.0553
-3.3220
3.3780
3.0447
-2.9887
-2.1220
-2.4887
42113
47113
3.3822
3.0155
9.7155
10.2155
9.3822
1.6489
2.1489
8.8489
9.3489
8.5155
2.0155
2.8822
9.2155
9.7155
8.8822
-4.6845
-3.8178
-4.1845
3.0155
21822
-5.1845




DSL2
DSL3
DSL4
DSL6
DSL6 DSL1
DSL2
DSL3
DSL4
DSL5

-6.83333°
-7.20000°
-.50000
-.83333
-6.86667"
-6.00000°
-6.36667"
133333
83333

— ot kot

15454
15454
15454

15454

15454
15454
15454
15454
15454

*. The mean difference 1s significant at the 0.05 level.

000
.000
673
434
000
000
.000
778
434

-9.3489
-9.7155
-3.0155
-3.3489
-9.3822
-8.5155
-8.8822
-2.1822
-1.6822
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-4.3178
-4.6845
2.0155
1.6822
-4.3511
-3.4845
-3.8511
2.8489
3.3489
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Lampiran 15. Hasil Identifikasi Jamur Endofitik Sawi Langit
ID : FR-
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI - LIp] | Dokumen C- 03-02
$ Ed/Rev 1 2/1
Tgl - 18-09-
LIPI BOBNINEIR Berlaku 2018
LAPORAN HASIL IDENTIFIKASI Halaman : 82 dari
MOLEKULER MIKROB 2
I. Deskripsi Sampel
No Asal sampel Kode identifikasi Kode/ Media
Nomor tumbuh
sampel
Ibu Elfita — Jurusan
Kimia FMIPA, N
1. Universitas Sriwijaya 401/F/Mol- D5L1 PDA*slant
03/5/2018
Palembang - Sumsel

Ket.(*): Potato Dextrose Agar
II. Proses Identifikasi

Identifikasi isolat fungi dilakukan secara molekuler berdasarkan analisis
genetika secara parsial pada lokusinternal Transcribed Spacer (1TS)ribosomal
DNA fungi.

Isolasi DNA diawali dengan menumbuhkan isolat fungi dalam media cair
Potato Dextrose Broth (PDB) dan diinkubasi sclama 72 jam. Biomassa berupa
miselia fungi selanjutnya dipanen untuk proses ekstraksi DNA. Ekstraksi DNA
fungi dilakukan dengan menggunakan reagen nucleon PHYTOpure (Amersham
LIFE SCIENCE).

Amplifikasi PCR pada ITS menggunakan Primer ITS 4: 5'-- TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC — 3" dan Primer ITS 5: 5°--GGA AGT AAA AGT
CGT AAC AAG G -3'(White ef al., 1990; O'Donnell, 1993).

Purifikasi PCR product dilakukan dengan PEG precipitation method
(Hiraishi ef al, 1995) dan dilanjutkan dengan siklus sckuensing. Hasil siklus
sckuensing dipurifikasi kembali dengan Ethanol purification method. Analisis
pembacaan urutan basa nitrogen menggunakan aufomated DNA sequencer (ABI
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PRISM 3130 Genetic Analyzer) (Applied Biosystems).

Data mentah hasil sekuensing selanjutnya di frimming dan di assembling
menggunakan program BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
Data sekuens yang telah di assembling selanjutnya di BLAST dengan data genom
vang telah didaftarkan di DDBJ/ DNA Data Bank of Japan
(http://blast.ddbj.nig.ac.jp/) atau NCBI/ National Center for Biotechnology
Information( http://www.ncbinlm.nih.cov/BLAST/) guna menentukan takson/
spesies yang memiliki homology/ similarity terbesar dan terdekat sccara
molekuler.

II1. Hasil Identifikasi Molekuler
A. Sekuen ITS rDNA Isolat

A.l. Strain D5L1

>D5_ITS4

GACACGAGTTTGAATTAACGTTTCTTAATTCCCAATTGCTTTTTTTCCA
ATTGAAAAAAAAATTGATGCAAAGGAAAAAAGCAAGAAACTTTTTTT
GTTTAATCCTATGGACTCATTTTCAGGATGAAAGGTTTCCCTTTGACAT
CCCAATCCCAATGGACATTTCAATTAAAAAATGTCATTTGTGGGTTTGT
AGTTGTACTGAAACAAGCATACCCCAAGGACAAGCCAAAGGGTGCAA
GGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCGCAGAATGCAGATCGCACTAATT
ATCGCAATTTGCTACGCTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCAT
TGCTTAAAGTTGTTTAAAAGAAAAAAAGTCCAATGCCTTTTTATCTTTT
CAATACTTCAATTCAATTAAGAATCAATTGGTAATTAATGAAAAAAAA
AAAATGTTTTGAATTAAAAAAAATCCATTCTTTGTTAACCCAGGAATC
GTTGCAATAAACGGGGTGAATACCAATTCTTTCCCCTCTTCAATTGAA
AAAAGAAAAAAAAAATTGGAAAAAATCCTTCCGCAGGTTCACCTACG
GAAACCTT

>D5_ITS5

CATTCCCAATTTTTTTTTTCTCTCTTCAATTGAAGAGGGGAACGAATTG
GTATTCACCCAGTCTATTGCAACGATTCCTGGGTTAACAAAGAATGGA
TCTTTTTTAATTCAAAACATTTTTTTTTTTTICTTTAATTACCAATTGATT
CCAAATTGAATTGAATTATTGAAAAAATAAAAAGGCTTTGGACTTTTT
TTCTTTTAAACAACTTTAAACAAGGGATCTCTGGGCTCTCCCATCGATA
AAAAGCGTAAAAAATTGCGATAATTAGGGCGATCTGCTTTCTGCGAAT
CATCGATTTTTTGAACGCCCCTTGCCCCCTTTGGCTTGCCCTTGGGGTA
TGCTTGTTTCAGTACAACTACAAACCCACAAATGACCTTTCTTAATTGA
AATGTCCTTGGGGATGGGGATGGCAAAGGGAAACCTTTCACCCGGAA
AATGACCCCAAAGGATTAAACAAAAAAAGTTTCTGGCTTTTTTCTTTTG
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CATCAATTTTTTTTCAATTGAAAAACCAATGGAATAAAAACCGTAATT
CAACTCTTGCCTGAATCAGTAGATTACCCTGATTCC

>Contig-D5L1

AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATTTTCATTCCCAATTTTTT
TTTTCTCTCTTCAATTGAAGAGGGGAAAGAATTGGTATTCACCCAGTCT
ATTGCAACGATTCCTGGGTTAACAAAGAATGGATCTTTTTTAATTCAA
AACATTTTTTTTTTTTCATTAATTACCAATTGATTCCAAATTGAATTGA
AGTATTGAAAAAATAAAAAGGCATTGGACTTTTTTTCTTTTAAACAAC
TTTAAACAAGGGATCTCTGGGCTCTCCCATCGATAAAAAGCGTAAAAA
ATTGCGATAATTAGGGCGATCTGCATTCTGCGAATCATCGAGTTCTTG
AACGCACCTTGCACCCTTTGGCTTGCCCTTGGGGTATGCTTGTTTCAGT
ACAACTACAAACCCACAAATGACATTTCTTAATTGAAATGTCCATTGG
GGATGGGGATGGCAAAGGGAAACCTTTCACCCGGAAAATGACCCCAA
AGGATTAAACAAAAAAAGTTTCTGGCTTTTTTCCTTITGCATCAATTTTT
TTTTCAATTGGAAAAAAAGCAATTGGGAATTAAGAAACCGTTAATTCA
AACTCGTGTCCTGAATCAGTAGATTACCCTGATTCC

B. Takson Terdekat Hasil BLAST

Takson Fungi Terdekat Hasil Homologi BLAST di
Kode / DDBJ/NCBI

Nomor
Sampel

Kode

Identifikasi [ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ |

ITS1, 5.8S, ITS2 of Rdna

Syncephalastrum racemosum strain AHBR11

(Accession no: KF305750) | Homologi: 93%: Max
score: 832;

Total score: 832: Query coverage: 93%: E-value: 0.0;
401/F/Mol- | DSL1

03/5/2018 Max identities: 542/584(93%): Gaps: 15/584(2%) |

Syncephalastrum racemosum strain UBOCC-A-
101374

(Accession no: KF225036) [ Homologi: 93%: Max
score: 824;

Total score: 824: Query coverage: 93%: E-value: 0.0;
Max identitics: 542/584(93%). Gaps: 15/584(2%) |
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