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Abstrak

Kapang endofit telah banyak ditemukan pada berbagai jaringan tanam@. Pemanfaatan kapang
endofit dapat menjadi solusi untuk mengurangi eksploitasi tumbuhan yang berpotensi sebagai
sumber senyawa bioaktif. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keberadaan kapang endofit
pada tangkai daun tanaman Kayu Jawa Lannea coromandelica dan potensinya sebagai agen
antibakteri. Isolasi dilakukan dari tangkai tanaman Kayu Jawa dan isolat yang berhasil diperoleh
dikarakterisasi secara makroskopis dan mikroskopis. Uji penapisan pada semua isolat dengan
bakteri Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa untuk mendapatkan isolat yang
berpotensi sebagai agen antibakteri. Ekstraksi isolat terpilih dilakukan dengan pelarut metanol
(MeOH) dan pelarut etil asetat (EtOAc). Pengujian antibakteri menggunakan tiga bakteri uji, yaitu
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, dan Salmonella typhi. Hasil penelitiafZierdapat
enam isolat yang berada di jaringan tangkai daun tanaman Kayu Jawa, yaitu PLC.1.A, PLC.1 B,
PLC.2, PLC3, PLC4, dan PLC.5. Hasil uji penapisan menunjukkan isolat PLC 4 yang menjadi
kandidat antibakteri pada penelitian ini. Aktivitas antibakteri pada semua bakteri uji dan kontrol
positif (kloramfenikol) pada bakteri P. aeruginosa lebih tinggi menggunakan fraksi MeOH
dibanding fraksi EtOAc. Ekstrak MeOH isolat PLC.4 memiliki aktivitas antibakteri yang berpotensi
sebagai sumber antibiotik baru.

Kata kunci: Aktivitas antibakteri; Kapang endofit; Kayu Jawa; Lannea coromandelica; Tangkai daun

Abstract

Endophytic fungi have been found in various plant tissues. The utilization of endophytic fungilan be a
solution to reduce the exploitation of plants that are potential sources of bioactive compounds. This study
Bms to determine the presence of endophytic fungi on the petiole tissue of Kayu Jawa plants (Lannea
coromandelica) and their potential as an antibacterial agent. Isolation and characterization of isolates was
conducted macro- and microscopically. Screening test is carried out on the isolates against Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa bacteria to obtain isolate that has the potential as an antibacterial
agent. The extraction of selected isolates was carried out using methanol (MeOH) and ethyl acetate (EtOAc)
solvents. Antibacterial examination used three test bacteria: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi. Th@esults showed that six isolates were found in the petiole tissue of L.
coromandelica, namely, PLC.1.A, PLC.1.B, PLC.2, PLC.3, PLC 4, and PLC.5. Screening result showed that
PLC4 isolate was a candidate for antibacterial agent in this study. Antibacterial activity on all tests and
positive control (chloramphenicol) on P. aeruginosa bacteria was higher using the MeOH fraction than the
EtOAc fraction. In conclusion, the MeOH extract of PLC4 isolate has antibacterial activity potential as a
urce of new antibiotics.
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PENDAHULU SN

Tanaman Kayu Jawa (Lannea coromandelica) merupakan salah satu tanaman obat yang
banyak tersebar di beberapa negara seperti Bangladesh, India, dan Indonesia. Masyarakat Suku
Buton, Sulawesi telah memanfaatkan tanaman ini sebagai obat tradisional untuk hematemesis, diare,
dan scabies (Indrayangingsih et al., 2015). Beberapa penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
bagian kulit kayu dan daun tanaman ini memiliki potensi sebagai antibakteri (Ismail et al., 2016),
anti-jamur (Kaur et al., 2013), antioksidan, analgesik (Alam et al., 2012; 2017), dan mempercepat
penyembuhan luka pada tikus putih (Calsum et al., 2018). Hal tersebut disebabkan adanya berbagai
kandungan bioaktif hasil metabolit sekunder tanaman Kayu Jawa seperti fenol, terpenoid, dan
flavonoid (Fadliah et al., 2018; Kaur et al., 2012; Kumar & Jain, 2015). Adanya kandungan
senyawa bioaktif diduga menyebabkan penurunan populasi tanaman Kayu Jawa akibat pemanfaatan
dalam skala industri yang besar. Penggunaan kapang endofit dari tanaman inang memiliki
keunggulan untuk memperoleh bioaktif tanpa menyebabkan penurunan populasi pada tanaman.

Kapang endofit merupakan kapang yang terdapat di dalam jaringan tanaman dengan
membentuk koloni tanpa menimbulkan gejala penyakit pada inang (Clay, 1988). Kapang endofit
tersebar hampir di seluruh tanaman vaskuler (Radji, 2005). Beberapa penelitian sebelumnya telah
melaporkan bahwa terdapat mikroba endofit jenis kapang pada tanaman Cinchona calisaya
(Radiastuti, 2015), Nerium oleander (Huang et al., 2007) dan Urginea indica (Kameshwari et al.,
2015). Senyawa bioaktif seperti alkaloid, terpenoid, fenol, flavonoid, kuinon dan steroid yang
dihasilkan oleh kapang endofit (Tan & Zou, 2001) identik dengan tanaman inang akibat adanya
alterasi gen dari keduanya (Strobel et al., 2005).

Hasil isolasi dan identifikasi kapang endofit pada jaringa@)daun dan kulit batang tanaman L.
coromandelica dengan empat jenis kapang yang dominan, yaitu Aspergillus flavus, A. niger,
Colletotrichum gloeosporioides, dan Alternaria alternate (Premjanu & Jaynthy, 2014b). Jenis-jenis
kapang endofit tersebut yang diekstraksi dengan pelarut organik semi-polar memiliki aktivitas
antioksidan (Premjanu & Jayanthy g2014a), antijamur (Premjanu et al., 2016), dan antimikroba
untuk C. gloeosporioides (Sharngjet al., 2019). Bahri et al. (2021) melaporkan ckstrak kapang
endofit hasil isolasi kulit batang Kayu Jawa memiliki aktivitas antibakteri terhadap Streptococcus
mutans dan Shigella dysenteriae. Informasi mengenai keberadaan kapang endofit di organ yang
berbeda seperti tangkai daun dan kemampu@h aktivitasnya sebagai antibakteri dengan pelarut yang
berbeda belum banyak dilaporkan. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui jumlaffkapang endofit
pada tangkai daun tanaman L. coromandelica dan potensi antibakterinya terhadap bakteri
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, dan Salmonella typhi dengan pemisahan ekstrak
MeOH (filtrat biomassa) dan ekstrak EtOAc (filtrat media).

2

MATERIAL DAN METODE
Tempat dan Bahan

Penelitian dilakukan di Labatorium Mikrobiologi Farmasi, Institut Sains dan Teknologi
Nasional (ISTN). Tangkai daun tanaman Kayu Jawa (L. coromandelica) merupakan bahan
penelitian yang berasal dari Bone, Sulawesi dan telah dideterminasi oleh If§mbaga IImu
Pengetahuan Indonesia (LIPI), Bogor. Medium Pertumbuhan jamur PDA dan PDB (Merck),
medium digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri MHA (Oxoid). Staphyviococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, dan S. typhi adalah bakteri uji yang diperoleh dari koleksi Laboratorium
Mikrobiologi, Fakultas Farmasi, Institut Sains dan Teknologi Nasional (ISTN).
7
I.solasi Kapang Endofit

Isolasi kapang endofit dilakukan dengan teknik tanam langsung (direct speed planting)
(Strobel & Daisy, 2003). Sampel organ tangkai daun Kayu Jawa djfiptong-potong berukuran 1 cm?,
yang sebelum dibersihkan di air mengalir dan disterilisasi dengan natrium hipoklorit (NaOCl) 5.25
% dan alkohol 70% lalu dibilas dengan akuades steril. Potongan sampel tangkai daun diletakkan di
atas medium PDA kemudian diinkubasi pada suhu ruang (Agusta, 2009).

Karakterisasi Kapang Endofit
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Karakterisasi dilakukan berdasarkan pengamatan makroskopis dan mikroskopis.
Pengamatan makroskopis berupa bentuk tepi koloni, tekstur permukaan koloni, dan bentuk koloni.
Pengamatan@mikroskopis dilakukan dengan melakukan pemeriksaan preparat kapang melalui
mikroskop (Gandjar et al., 1999).

Uji Penapisan Isolat Kapang Endofit

Isolat kapang endofit diuji penapi@n antibakierinya dengan metode difusi agar padat. Isolat
murni kapang endofit pada media PDA dipindahkan ke media MHA yang ditumbuhi bakteri uji.
Satu cawan petri media MHA yang berisi bakteri uji ditanami potongan isolat murni kapang endofit
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 1-2 hari. Diameter zona hambat yang terbentuk
menunjukkan terdapat aktivitas antibakteri dari kapang endofit. Isolat dengan diameter zona hambat
tertinggi digunakan untuk uji antibakteri dengan pelarut.

Fermentasi dan Ekstraksi

Sebanyfk tiga cuplikan miselium isolat diinokulasikan ke dalam PDB (Rukachaisirikul et
@.. 2008) lalu diinkubasi pada suhu ruang dengan metode statis selama 21 hari. Ekstraksi. biomassa
dihaluskan dengan mortar dan diekstraksi secara maserasi menggunakan metanol (MeOH) selama
+24 jaf@ hingga diperoleh filtrat sebagai fraksi metanol. Supernatan diekstrak dengan etil asetat
(1:1). Campuran didiamkan sampai terbentuk dua lapisan (atas dan bawah). Lapisan atas (etil
asetat) diambil sebagai fraksi etil asetat (EtOAc). Masing-masing fraksi dikentalkan dengan rotary
evaporator.

Pengujian Antibakteri

Uji antibakteri menggunakan ifédia MHA yang dituang ke dalam cawan petri lalu
didiamkan hingga padat. Selanjutnya, ekstrak biomassa dan supernatan diteteskan pada kertas
cakram steril yang digunakafjberukuran 6 mm sebanyak 20 pL dan diamkan hingga mengering.
Larutan suspensi bakteri uji sebanyak 100 pL dimasukkan pada media MHA yang telah m@hadat
pada cawan petri dan disebarkan ke seluruh permukaan media menggunakan batang L hingga
mengering. Kertas cakram yang berisi ekstrak diambil dengan menggunakan pinset @Jeril dan
diletakkan pada media MHA yang berisi bakteri uji. Cakrarf§kloramfenikol 30 pl. digunakan
sebagai kontrol positif, sedangkan kontrol negatifnya adalah metanol dan etil asetat. Pengujian
dilakukan sebanyak tiga kali kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37 °C. Zona bening
yang terbentuk diukur diameternya menggunakan jangka sorong.

HASIL
Isolasi dan Karakterisasi Kapang Endofit
Hasil penelitian menunjukkan terdapat enam isolat kapang endofit yaitu, PLC.1.A, PLC.1.B,

PLC2, PLC3, PLC4, dan PLC5 (Tabel 1; Gambar 1). Karakteristik mikroskopis pada isolat
PLC.1.A (perbesaran 100x) terlihat septat pada hifa, isolat PLC.1.B (perbesaran 40x) terlihat
konidia (panah kuning), phialides (panah merah), dan konidiofor (panah hitam). Isolat PLC.2
(perbesaran 40x) dan PLC.3 (perbesaran 100x) sama-sama terlihat septat pglla hifa. Isolat PLC.4
(perbesaran 100x) terlihat septat pada hifa (panah kuning), sporangium (panah hitam), apofise
(panah merah), dan sporangiofor (panah ungu). Isolat PLC.5 (perbesaran 40x) terlihat spora (panah
hitam) dan sporangiofor (panah merah) (Gambar 1).
Uji Penapisan Kapang End ofit

Uji penapisan zona hambat terhadap bakteri uji dari enam isolat kapang endofit tangkai daun
tanaman Kayu Jawa (Lannea coromandeli@]) menggunakan dua bakieri uji yang berasal dari
kelompok gram positif dan gram negatif. Penapisan dilakukan untuk memperoleh isolat yang
memiliki potensi sebagai bahan antibakteri. Tidak terdapat aktivitas antibakteri terhadap bakteri S.
aureus pada semua isolat kecuali pada isolat PLC 4 dan semua isolat memiliki aktivitas antibakteri
pada P. aeruginosa (Tabel 2).
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Tabel 1. Karakteristik makroskopis isolat kapang endofit tanaman Kayu Jawa

Karakteristik Nama isolat

makroskopis PLC.1.A PLC.1.B PLC.2 PLC3 PLC4 PLC.5
Bentuk koloni Regular Regular Regular Regular Regular Regular
Warna permukaan Abu-abu Cokelat . Putih
Atas koloni kehitaman  kehitaman Hitam  Abu-abu kecokelatan Cokelat
Warna permukaan .. . . . .
Bawah koloni Hitam Cokelat Hitam  Hitam Kuning Putih
Tekstur koloni Beludru Kapas Beludru Beludru Kapas Beludru
Tepi koloni Datar Datar Datar Datar Datar Datar

»
-
r.
¢ [

b3

b2 ' cl
bl

d e f
Gambar la-e. Pengamatan makroskopis dan mikroskopis isolat kapang endofit PLC.1.A (a),
PLC.1.B (b), PLC2 (c), PLC.3 (d), PLC4 (e), dan PLC.5 (f). Keterangan: hifa
berseptat (al); konidia (bl), phialid (b2), konidiofor (b3); hifa berseptat (cl); hifa
berseptat (d1); sporangium (el), apofise (e2), sporangiofor (e3), hifa berseptat (e4),
spora (f1) dan sporangiofor (f2)

1
gabel 2.Uji penapisan zona hambat kapang endofit tangkai daun tanaman Kayu Jawa
Kode isolat Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ALC.LA - +
PLC1B - +
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PLC.2 - +
PLC3 - +
PLC4 + +
PLC.5 - +
Keterangan: (+)= terdapat aktivitas antibakteri; (-)= tidak terdapat aktivitas antibakteri

Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Kapang Endofifil'erpilih

Isolat PLC.4 merupakan iglat terpilih yang memiliki aktivitas antibakteri pada semua bakteri
uji. Fraksi MeOH isolat PLC 4 memiliki aktivitas antibakteri yang lebih tinggi pada semua bakteri
uji dibanding fraksi EtOAc yang hanya mampu menghambat dua dari tiga jenis bakteri uji.
Pemakaian kontrol positif berupa kloramfenikol memiliki aktivitas antibakteri tertiff§gi dibanding
fraksi dan kontrol negatif pada semua bakteri uji, kecuali pada P. aeruginosa. Tidak terdapat
aktivitas antibakteri pada kontrol negatif yang berupa pelarut (Tabel 3).

Tabel 3. Uji aktivitas fraksi antibakteri isolat kapang endofit terpilih (PLC.4), kontrol positif, dan

negatif
Eraksi ekstrak dan Diameter zona hambat terhadap bakteri uji (mm)
Staphylococcus Pseudomonas Salmonella
kontrol . .
aureus aeruginosa typhi
Fraksi MeOH 195 12,3 18
Fraksi EtOAc 165 11,3 -
Kloramfenikol 32,75 - 31,05
MeOH - - -
EtOAc - - -

Keterangan: (-)= tidak ada aktivitas antibakteri

PEMBAHASAN
Isolasi dan Karakterisasi Kapang Endofit

Karakteristik mikroskopis pada keenam isolat diamati ada atau tidakrnh septa (sekat)
(Nuryadi et al., 2016). Terdapat empat isolat dengan hifa bersepta, yaitu isolat PLC.1.A, PLC2,
PLC.3, dan PLC4, dan dua isolat dengan hifa tidak bersepta, yaitu isolat PLC.1.B dan PLCS5.
Divisi kelompok jar@ir dapat diketahui dengan ada atau tidaknya hifa pada isolat. Berdasarkan hasil
pengamatan, isolat PLC.1.A, PLC2,8LC.3, dan PLC4 termasuk ke dalam divisi Zygomycota,
sedangkan isolat PLC.1.B dan PLC.5 dapat termasuf) divisi Ascomycota, Deuteromycota, atau
Basidiomycota (Roberson et al., 2010). Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui
klasifikasi isolat kapang endofit tersebut.

Berbagai jenis kapang endofit yang telah diisolasi dari berbagai organ tanaman tropis
merupakan kelompok tanaman obat yang memiliki banyak manfaat (Benerjee, 2011). Jumlah isolat
yang diperoleh pada penelitian ini berbeda dari penelitian sebelumnya. Sebanyak 10 isolat yang
berhasil diisolasi dari bagian akar (Alghazia, 2016) dan Zulfa (2016) melaporkan 4 isolat pada
pucuk daun dan daun muda tanaman Kayu Jawa. Premjanu dan Jayanthy (2014b) juga melaporkan
terdapat 20 jenis dari 586 isolat yang berasal dari berbagai organ tanaman Kayu Jawa. Isolat
terbanyak berasal dari bagian sekitar daun sebanyak 411 isolat. Bagian daun dan tangkai daun
merupakan salah satu organ yang memiliki isolat endofit terbanyak pada tanaman inang (Desale &
Bodhankar, 2013; Radiastuti, 2015). Bagian tersebut umumnya memiliki isolat terbanyak diduga
terdapat banyak nutrisi hasil fotosintesis (Premjanu & Jayanthy, 2014b). Perbedaan jumlah isolat
yang diperoleh dari setiap tanaman dipengaruhi oleh keadaan jaringan inang, usia tanaman, dan
kondisi iklim (Arnold & Herre, 2003).

Uji Penapisan Kapang End ofit

Prinsip pengujian ini adalah berdasarkan terdapat atau tidaknya zona hambat yang terbentuk
(Kumala, 2014). Semua isolat memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri uji gram negatif diduga
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disebabkan oleh komponen &ming sel bakteri gram negatif lebih tipis. Berbeda dengan bakteri
gram positif yang memiliki dinding sel yang lebih tebal sehingga dapat bertahan dari jenis senyawa
aktif mungkin dihasilkan oleh kelima isolat selain isolat PLC 4. Purwoko (2008) menyatakan
dinding sel bakteri yang tersusun atas peptidoglikan berfungsi sebagai pelindung sehingga
ketebalannya mungkin berpengaruh pada resistensi atau kemampuan bertahan terhadap cekaman.
Selain itu, Pratiwi (2008) menjelaskan bahwa kemampuan isolat dalam menghasilkan senyawa
bioaktif masing-masing berbeda, baik dari jenis bioaktif ataupun kemampuan dari aktivitas
bioaktifnya.

Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Kapang Endofit Terpilih

Kemampuan antibakteri fraksi MeOH lebih tinggi dibanding fraksi EtOAc. Hal ini diduga
senyawa bioaktif umumnya Jghih banyak terdapat di dalam biomassa dibandingkan yang terlarut di
media. Fraksi MeOH isolat kapang endofit tanaman Kayu Jawa memiliki kemampuan yang sama
dengan tanaman inangnya. Kulit batang tanaman Kayu Jawa yang diekstrak dengan metanol dengan
variasi konsentrasi 2,5-10% dilaporkan memiliki aktivitas antibakteri sebesar )10 4 mm pada S.
aureus (Syamsurya et al., 2016). Sivaraj et al. (2018) juga menjelaskan ekstrak metanol kulit batang
tanaman Kayu Jawa dengan konsentrasi 125-500 ppm memiliki aktivitas antibakteri sebesar 12-19
mm pada S. aureus.

Fraksi MeOH juga memiliki aktivitas antibakteri pada P. aeruginosa dibandingkan kontrol
positif yang tidak memiliki aktivitas antibakteri pada bakteri ini. Kemampuan penghambatan
terhadap P. aeruginosa diduga karena terdapat adanya senyawa-senyawa yang terkandung di dalam
ekstrak. Hasil GC-MS pada ekstrak kapang endofit dilaporkan oleh Premjanu et al. (2016) memiliki
senyawa kojic acid, octadecanoic acid, n-hexadecanoic acid, diethyl phylate, dan 3-phenyl
propionic acid yang diketahui memiliki kemampuan antimikroba.

Kloramfenikol memiliki aktivitas antibakteri tertinggi pada St. awureus dan S. thypi
dibandingkan kedua fraksi, namun tidak pada P. aeruginosa. Kloramfenikol memiliki kemampuan
dalam menghambat berbagai bakteri gram positif. Dinos et al. (2016) dan Susatyo (2016)
melaporkan bahwa kloramfenikol diketahui sangat efektif dalam pengobatan penyakit infeksi yang
disebabkan oleh S. thypi. Mekanisme kerja kloramfenikol pada target 50S sub-unit dari 708
ribosom bakteri dan menghambat formasi ikatan peptida dengan menekan aktivitas peptida
transferase (Bartlett, 1982). Pada bakteri P. aeruginosa, kloramfenikol tidak memiliki aktivitas
antibakteri. Dharmayanti dan Sukrama (2019) melaporkan bahwa P. aeruginosa telah resisten
terhadap beberapa antibiotik, salah satunya kloramfenikol karena terdeteksi memiliki gen
kloramfenikol asetil transferase (cat) (Milanda et al., 2014).

Aktivitas antibakteri isolat kapang pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan dengan
penelitian sebelumnya yang menggunakan empat pelarut berbeda (air, metanol, etil asetat, dan n-
heksan) serta dua bakteri uji yang sama, yaitu St. aureus dan Salmonella thypi (Zulfa, 2016) dan St.
aureus dan P. aeruginosa (Alghazia, 2016). Tinggi-rendahnya aktivitas antibakteri dipengaruhi oleh
perbedaan senyawa yang dihasilkan. Dewick (2002) menyatakan kemampuan antibakteri
merupakan senyawa yang hanya diproduksi pada organisme spesifik dan pada kondisi tertentu.

SIMPURAN DAN SARAN

Kapang endofit hasil isolasi dari tangkai daun Kayu Jawa (L. coromandelica) berjumlah
Eham isolat. Isolat yang memiliki potensi sebagai antibakteri hanya isolat PLC 4. Ekstrak MeOH
memiliki aktivitas antibakteri tertinggi dibanding ckstrak EtOAc pada semua bakteri uji dan kontrol
positif pada bakteri P. aeruginosa. Untuk memastikan senyawa yang terkandung di dalam ekstrak
tanaman Kayu Jawa (L. coromandelica) sebagai pengembangan pencarian sumber antiobiotik baru
perlu dilakukan pengujian GC-MS.
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