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Melliawati dan Sunifah - Mikroba Endofit Dari Tanaman Srikaya (4 nnona squamosa L.) sebagai Penghasil Antimikroba

MIKROBA ENDOFIT DARI TANAMAN SRIKAYA
(Annona squamosa 1.) SEBAGAI PENGHASIL ANTIMIKROBA
Staphylococcus aureus DAN Candida albicans
[Antimicrobial activity of endophytic microbes from sugar-apple (4nnona squamosa l.)
plant againts Staphylococcus aureus and Candida albicans)

Ruth Melliawati'® dan Sunifah’
“I'Pysat Penelitian Bioteknologi-LIPI, JI. Raya Bogor Km. 46, Cibinong 16911
*Sekolah Tinggi Teknologi Industri dan Farmasi, Bogor
email. ruthmell2000@yahoo.com

ABSTRACT

Various studies indicated that endophytic microbes lived in the plant tissues and produced antimicrobial compounds. Sugar-apple plant
(Annona squamosa L) contained alkaloids, cyanogenic glycosides, and flavonoids. The purpose of this reasearch were (1) to determine the
endophytic microbes isolated from sugar-apple plant (2) to study inhibiting capabillity of endophytic isolate against Staphylococcus aureus
and Candida albicans, (3) to analyze antimicrobial compounds produced by the potential endophytic isolate. Diffusion agar plate methode
was used to assessed antimicrobial activity. Antimicrobial compounds were analyzed by Thin Layer Chormatography (TLC) and High
Performance Liquid Chormatography (HPLC), compared with erythromycin, metronidazole and tetracycline. Twelve bacterial isolates and
24 fungus were isolated. Selected bacteria, BMC 1.1, showed the biggest clear zone on C. albicans culture on agar medium, meanwhile
selected fungi, BTCK 1.1T, formed the biggest colony on S. aureus culture on agar medium. TLC and HPLC analysis showed that the Rf
value of BMC 1.1 and BTCK 1.1T chloroform phase fractions was similiar to metronidazole. Metronidazole concentration in C1, C2, Ckl
and Ck2 fraction were 170.98 ppm, 18.27 ppm, 1.51 ppm and 4.14 ppm respectively.

Key words : Endophytic microbes, sugar-apple (4 nnona squamosa), antimicrobial activity, Staphylococcus aureus, Candida albicans.

ABSTRAK

Beberapa penelitian menunjukkan mikroba endofit yang hidup dalam jaringan tanaman, menghasilkan senyawa bioaktif yang berkhasiat
sebagai antimikroba. Tanaman srikaya (Annona squamosa) diketahui mempunyai kandungan kimia alkaloid, glikosida sianogen, dan
flavonoid. Tujuan dari penelitian ini adalah (1) mendapatkan beberapa isolat mikroba endofit dari tanaman srikaya, (2) menguji daya hambat
isolat mikroba endofit terhadap mikroba uji Staphylococcus aureus dan Candida albicans, (3) menganalisis senyawa antimikroba yang
dihasilkan oleh mikroba endofit potensial. Pengujian senyawa antimikroba terhadap S. aureus dan C. albicans dilakukan dengan metode
difusi agar. Analisa senyawa antimikroba dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT) dibandingkan dengan antibiotik eritromisin, metronidazol dan tetrasiklin. Hasil isolasi diperoleh 12 isolat bakteri dan 24 isolat
kapang endofit. Hasil seleksi menunjukkan isolat bakteri BMC 1.1 memperlihatkan zona bening terbesar pada media seleksi berisi C.
albicans, sementara isolat kapang BTCK 1.1T dapat tumbuh dan membentuk koloni terbesar pada media seleksi berisiS. aureus. Hasil KLT
dan KCKT, fraksi-fraksi ekstrak fase kloroform bakteri BMC 1.1 dan kapang BTCK 1.1T menunjukkan nilai Rf mendekati senyawa
antibiotik metronidazol. Konsentrasi metronidazol pada masing-masing fraksi adalah fraksi C, (170,98 ppm), fraksi C, (18,27 ppm), fraksi
Ck; (1,51 ppm) dan fraksi Ck; (4,14 ppm).

Kata kunci - Mikroba endofit, srikaya (Annona squamosa L.), antimikroba, Staphylococcus aureus, Candida albicans.

PENDAHULUAN

Srikaya (4 nnona squamosa L.) merupakan salah
satu tanaman obat tradisional yang memiliki
berbagai khasiat, diantaranya untuk mengobati batuk,
demam, rematik, diare dan disentri. Secara umum,
semua bagian tanaman dapat dimanfaatkan mulai
dari akar, batang, kulit buah, dan daun. Berdasarkan
pengalaman empiris, daun srikaya dapat menurunkan
kadar glukosa darah (Santoso ef al., 2003).

Penelitian yang dilakukan oleh Ferlin et al.
(2007)  menunjukkan  bahwa daun srikaya
mengandung alkaloid, glikosida sianogen, flavonoid,
fenol, saponin, dan terpenoid. Flavonoid terdapat
dalam semua tumbuhan berpembuluh, seringkali
berbentuk senyawa campuran dan jarang sekali
dijumpai senyawa tunggal. Flavonoid telah dikenal
sebagai antikarsinogenik, antialergi, menghambat

antimikroba dan
digunakan untuk pengobatan tradisional.
Beberapa jenis mikroba endofit dari berbagai
jenis tanaman memiliki potensi yang baik dalam
bidang farmasi, biologi dan kesehatan. Akan tetapi,

pertumbuhan  tumor, sering

mikroba endofit belum banyak dipelajari secara
intensif dan maksimal untuk dimanfaatkan bagi
kesejahteraan masyarakat. Bakteri endofit pertama
kali dilaporkan oleh Darnel et al, 1904
dalam Tan dan Zou, 2001). Sejak itu definisi
mikroba endofit telah disepakati sebagai mikroba
yang hidup di dalam jaringan internal tumbuhan
hidup tanpa menyebabkan efek negatif langsung
yang nyata. Sifat mikroba endofit yang tidak
berdampak negatif pada jaringan tumbuhan
menunjukkan kemungkinan adanya hubungan
simbiosis mutualisme antara mikroba endofit dan

*Diterima: 30 Juni 2015 - Diperbaiki: 14 Desember 2015 - Disetujui: 16 Maret 2017
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inangnya. Hubungan antara mikroba endofitik
dengan tanaman adalah karena kontribusi senyawa
kimia yang dihasilkan oleh mikroba, yang terdiri dari
berbagai jenis bioaktif (Strobel et al, 1996;
Cacabuono and Pomilio, 1997; Rizzo et al., 1997,
Febry et al., 1998). Mikroba endofit yang umum
ditemukan adalah bakteri dan kapang (Strobel dan
Daisy, 2003). Hampir semua tanaman berpembuluh
memiliki mikroba endofit. Mikroba tersebut masuk
ke dalam jaringan tanaman umumnya melalui akar
atau bagian lain dari tanaman. Pada situasi ini
tanaman merupakan sumber makanan bagi mikroba
endofit dalam melengkapi siklusnya (Clay, 1988).

Beberapa penyakit infeksi yang sering terjadi di
masyarakat diantaranya yang disebabkan oleh bakteri
S. aureus dan khamir C. albicans. Keberadaan S.
aureus pada saluran pernapasan atas dan kulit,
jarang menyebabkan penyakit. Inang yang sehat
hanya berperan sebagai pembawa. Infeksi serius
akan terjadi ketika resistensi inang melemah karena
perubahan hormon, adanya penyakit, luka, atau
perlakuan menggunakan obat yang mempengaruhi
imunitas sehingga terjadi kelemahan inang. Infeksi
S. aureus diasosiasikan dengan beberapa kondisi
patologi, diantaranya bisul, jerawat, radang paru pa-
ru, peradangan pada selaput otak dan sumsum tulang
belakang dan peradangan sendi. Sebagian besar
penyakit yang disebabkan oleh bakteri ini
memproduksi nanah, oleh karena itu bakteri ini
disebut piogenik (Madigan et al., 2008).

Candida albicans dapat hidup sebagai saprofit
pada selaput lendir mulut, vagina, dan saluran
pencernaan tanpa menyebabkan penyakit. Namun
demikian, apabila inangnya menjadi lemah karena
suatu penyakit misalnya pneumonia atau jika bakteri
saingannya tertekan seperti pada pengobatan
antibiotik yang berlanjut, C. albicans dapat
menyebabkan infeksi, sehingga menimbulkan suatu
penyakit yang disebut kandidiasis. Infeksi yang
parah dapat menyerang jantung (endokarditis), darah
(septisemia), dan otak (meningitis) (Pelczar dan
Chan, 2000).

Untuk mengatasi penyakit tersebut di atas, dapat
dilakukan dengan terapi menggunakan antibiotik.
Namun akibat resistensi mikroba terhadap antibiotik
yang sudah ada, diperlukan antimikroba baru untuk
mengatasinya. Sebagai contoh, banyak isolat S.
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aureus resisten terhadap penisilin G. Hal ini
disebabkan oleh enzim [-laktamase yang dapat
merusak struktur B-laktam pada penisilin (Madigan
et al., 2008). Dengan adanya mikroba endofit,
diharapkan akan diperoleh antimikroba baru untuk
mengatasi resistensi terhadap antibiotik.

Menurut Carrol (1988), asal isolat mikroba
endofit, jenis mikroba dan kondisi perakaran
tanaman inang akan menyebabkan kemampuan yang
berbeda dalam menghasilkan senyawa metabolit
sekunder. Oleh karena itu, dalam penelitian ini
sampel tanaman srikaya yang digunakan berasal dari
dua tempat tumbuh yang berbeda yaitu dari
Kecamatan Mundu, Kabupaten Cirebon dan
Kecamatan Tanah Sareal, Bogor. Tujuan penelitian
ini adalah mendapatkan isolat endofit potensial yang
menghasilkan senyawa anti S. aureus dan
C.albicans.

BAHAN DAN CARA KERJA
Isolasi dan pemurnian mikroba endofit

Dua sampel tamanan srikaya diambil dari
Kecamatan Mundu, Kabupaten Cirebon dan
Kecamatan Tanah Sareal, Kota Bogor. Bagian
tanaman yang di isolasi berupa ranting muda, ranting
tua, daun muda, daun tua dan buah muda. Isolasi
mikroba endofit dilakukan menggunakan metode
dari Tomita (2003). Mikroba yang tumbuh, diisolasi
dan dikultur pada media NA (untuk bakteri) dan
PDA (untuk kapang).

Mikroba uji

Mikroba uji yang digunakan adalah S. aureus
dan C. albicans, yang diperoleh dari koleksi mikroba
Puslit Bioteknologi LIPI Cibinong.

Seleksi mikroba endofit penghasil senyawa
antimikroba

Seleksi dilakukan dengan metode difusi agar
(Diffusion Agar Plate Method) (Melliawati et al.,
2006). Inkubasi dilakukan selama 1 - 2 hari untuk
bakteri, sementara untuk kapang 3 - 5 hari pada suhu
kamar (£ 28-30° C). Luas koloni/zona bening diukur
dengan bantuan kertas timbang, yaitu dengan
membuat pola koloni/zona pada kertas timbang, lalu
pola dipotong dan ditimbang. Luas zona bening
dihitung dengan rumus Sukara ef al. (1992).


http://id.wikipedia.org/wiki/Jerawat
http://id.wikipedia.org/wiki/Penisilin
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Fermentasi dan ekstraksi

Bakteri endofit terpilih (BMC 1.1) sebanyak 3%
diinokulasikan pada 100 ml media NB dan untuk
kapang endofit terpilih (BTCK 1.1T) diinokulasi
pada 300 ml media PDB, kemudian diinkubasi dalam
incubator shaker dengan kecepatan 150 rpm pada
suhu 28-30°C. Pemanenan dilakukan setelah
mencapai masa stasioner. Untuk bakteri, fase
stasioner dicapai 16 jam sedang untuk kapang 6 hari.
Penyaringan dilakukan terhadap kapang endofit
sebelum  diekstraksi. Filtrat hasil fermentasi
diekstraksi tiga kali dengan menambahkan kloroform
(filtrat : kloroform = 2 : 1). Ekstraksi dilakukan
menggunakan labu pemisah kemudian dibiarkan
selama 45-60 menit hingga terbentuk dua lapisan.
Lapisan bawah (jernih) merupakan ekstrak fase
kloroform dan lapisan atas merupakan ekstrak fase
air. Masing-masing  filtrat yang  dihasilkan
dikeringkan. Diperoleh ekstrak fase kloroform dan
ekstrak fase air, selanjutnya ekstrak diuji dengan cara
Kromatografi Lapis Tipis (Melliawati et al., 2006).

Analisis hasil ekstraksi

Analisis ekstrak dilakukan dengan cara KLT
dan KCKT ( Melliawati dan Puspita, 2008). Noda
yang tampak pada plat baik pada media, ekstrak
kloroform dan antibiotik standar hanya dapat
terdeteksi di bawah sinar UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Senyawa tersebut tampak
sebagai bercak/noda gelap pada latar belakang yang
berfluoresensi kuning-hijau. Pengamatan dilanjutkan
setelah plat sampel disemprot dengan penampak
bercak CeSO, (cerium sulfat). Noda yang terbentuk
berwarna coklat kehitaman.

HASIL
Isolasi

Tiga puluh enam isolat yang terdiri dari 24
isolat kapang dan 12 isolat bakteri berhasil diisolasi.
Secara morfologi dari 12 isolat bakteri, 11 isolat
memiliki sel berbentuk batang dan 1 isolat berbentuk
kokus/bulat. Sementara untuk isolat kapang,
memiliki hifa pendek, ada yang berwarna putih,
hitam dan abu abu (Tabel 1.). Lima isolat bakteri
endofit mampu menghambat pertumbuhan S. aureus
(TBB 2.1, DBB 2, BuCB 2.1, BuCB 2.2A dan BuCB
2.2B) dan 1 isolat (BMC 1.1) mampu menghambat

pertumbuhan C. albicans, dengan luas zona bening
terbesar 0,21 cm’. Hal ini menunjukkan bahwa
bakteri endofit mampu menghasilkan senyawa
antimikroba. Sementara pada isolat kapang, 4 isolat
yaitu TBK 2.1, BTCK 1.1T, BTCK 1.2T dan DTCK
2 dapat tumbuh dan membentuk koloni yang cukup
besar pada media yang mengandung S. aureus juga
pada media yang mengandung C. albicans. Luas
koloni terbesar diperlihatkan oleh isolat kapang
endofit BTCK 1.1T sebesar 23,3 cni’. Hal serupa
dilaporkan, bahwa 3 isolat kapang endofit yang
berasal dari Taman Nasional Gunung Halimun dapat
menghambat pertumbuhan S. aureus ATCC 25923
(Melliawati dan Harni, 2009). Hasil isolasi mikroba
endofit dari tanaman srikaya diperlihatkan pada
Tabel 1.

Seleksi mikroba endofit penghasil senyawa anti-
mikroba

Mikroba endofit yang tumbuh dan berkembang
pada media seleksi dengan membentuk zona bening
disekitar koloni dinyatakan positif menghasilkan
senyawa anti mikroba (Tabel 2 dan 3). Hasil
pengamatan terhadap ke-12 bakteri endofit yang
diseleksi, 6 isolat bakteri endofit dapat tumbuh dan
membentuk zona bening disekitar koloni. Lima isolat
diantaranya mampu menghambat pertumbuhan
bakteri uji S. aureus (TBB 2.1, DBB 1, BuCB 2.1,
BuCB 2.2A, dan BuCB 2.2B) dan satu isolat mampu
menghambat pertumbuhan C. albicans (BMC 1.1).
Sedangkan kedua puluh dua isolat kapang yang
tumbuh tidak membentuk clear zone. Sebanyak 22
isolat kapang mampu tumbuh pada media seleksi
yang ditumbuhi S. aureus dan 12 isolat diantaranya
juga dapat tumbuh pada media seleksi yang
ditumbuhi C. albicans. Kemampuan isolat kapang
endofit berbeda, diantaranya ada yang mampu
tumbuh pada kedua media seleksi baik pada media
yang mengandung S. aures atau C. abicans, ada
yang hanya mampu tumbuh pada salah satu media
seleksi saja dan ada juga yang tidak mampu tumbuh
pada keduanya.

Pengamatan makroskopis dan
terhadap mikroba endofit terpilih

a. Bakteri endofit terpilih (BMC 1.1)
Berdasarkan zona bening yang terluas, isolat
bakteri endofit terpilih adalah BMC 1.1, dengan luas

mikroskopis
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Tabel 1. Daftar isolat mikroba endofit hasil isolasi dari tanaman srikaya (List of endophytic microbial
isolated from sugar-apple plant)

Kode Isolat Asal

No. (Isolates S(a;r)r;g;i gi;lar;;?)n Daerah (SJZI;;ZS) Morfologi
code) P (Origin) P (Morphology)
Ranting muda Bakteri Koloni berwarna kuping, sel berbentuk
1. TBB 1.1 ; Bogor . batang (The colony is yellow, rod-shaped
(Young twigs) (Bacteria) cells)
Ranting muda Bakteri Koloni berwarna kupmg, sel berbentuk
2. TBB 1.2 ; Bogor . batang (The colony is yellow, rod-shaped
(Young twigs) (Bacteria) cells)
Bakteri Koloni berwarna putih, sel berbentuk ba-
3. TBB 2.1 Ranting muda Bogor . tang panjang (Colonies are white, shaped
(Young twigs) (Bacteria) long stem cells)
Daun muda Bakteri Koloni berwarna putih, sel berbentuk ba-
4. DBB 1 un mu Bogor . tang (The colony is white, rod-shaped
(Young leaves) (Bacteria) cells)
D d Bakteri Koloni berwarna putih, sel berbentuk ba-
5. DBB2 aun muca Bogor akter tang (The colony is white, red-shaped
(Young leaves) (Bacteria) cells)
; s Buah muda . Bakteri Koloni berwarna putll}, sel berbpntuk ba-
. uCB 1.1 ; Cirebon . tang panjang (Colonies are white, shaped
(Young fruit) (Bacteria) long stem cells)
. Koloni berwarna kuning-orange, sel ber-
7. BuCB 1.2 Buah mud?. Cirebon Bakter.1 bentuk bulat (Colonies of yellow-orange,
(Young fruit) (Bacteria)
coccus-shaped cells)
Ranting muda . Bakteri Koloni berwarna kgnmg, sel berbentuk
8. BMC 1.1 ; Cirebon . batang (The colony is yellow, red-shaped
(Young twigs) (Bacteria) cells)
. . Koloni berwarna kuning, sel berbentuk
9. BMC 1.2 Ranting muda Cirebon Bakteri o ng  (The colony is yellow, red-shaped
g Y 1Sy ip
(Young twigs) (Bacteria) cells)
Buah muda . Bakteri Koloni berwarna putll}, sel berbpntuk ba-
10. BuCB 2.1 (Young fiuit) Cirebon (Bacteria) tang panjang (Colonies are white, shaped
long stem cells)
Buah muda . Bakteri Koloni berwarna putlh, sel berbentuk ba-
11. BuCB 2.2A (Young fruit) Cirebon (Bacteria) tang panjang (Colonies are white, shaped
long stem cells)
. Koloni berwarna putih bening, sel ber-
12. BuCB 2.2B (33;2 r;;f;) Cirebon ( b}’iz iljzri;) bentuk batang panjang (Clear white colo-
g nies, long rod-shaped cells)
Hifa pendek berwarna hitam, media tidak
13. DBK 1.1 ( 12 ZI;H 1;:;328) Bogor I?;}z) 2};% berubah (A4 short Hypha is black, the me-
g dia does not change)
Daun muda Kapang Hifa pendek berwarna hltgm, media tidak
14. DBK 2.2 (Young leaves) Bogor (Mold) berubah (A4 short Hypha is black, the me-
g dia does not change)
Daun muda Kapang Hifa pendek berwarna putllh, medla tidak
15. DBK 1.3 (Young leaves) Bogor (Mold) berubah (A4 short Hypha is white, the me-
g dia does not change)
16 DBKl4 Dunmuds Bogor  KEPmE e i black,the e
) ’ (Young leaves) (Mold) ’

dia does not change)
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Tabel 1. Daftar isolat mikroba endofit hasil isolasi dari tanaman srikaya (List of endophytic microbial
isolated from sugar-apple plant) (lanjutan/ continued)

Kode
Isolat Sampel tanaman Asal Jenis
No. (Isolates ( Plant amples) Dacrah (species) Morfologi
P (Origin) P (Morphology)
code)
Daun muda Kapang Hifa pendek berwarna hitam, media
17. DBK 2.1 (Young leaves) Bogor (Mold) tidak berubah (4 short Hypha is black,
the media does not change)
Hifa pendek berwarna putih bintik or-
Daun muda Kapang ange, media tidak berubah  (Short white
18. DBK 2.2 (Young leaves) Bogor (Mold) Hypha orange spots, the media does not
change)
Hifa pendek berwarna abu-abu lama
Daun muda Kapang kelamaan merah, media berubah
19. DBK 2.3 (Young leaves) Bogor (Mold) berwarna merah (4 short Hypha gray
gradually turns red, medium red)
Daun muda Hifa pendek berwarna abu-abu lama
20 DBK 2.4 Daun muda (Youn Bogor kelamaan  merah, media berubah
’ ’ (Young leaves) I g g berwarna merah (4 short Hypha gray
eaves) dually t d, medium red)
gradually turns red, medium re
Rantine muda Rantine muda Hifa pendek berwarna putih, media tidak
21. TBK2.1 g mt & mt Bogor berubah (4 short Hypha is white, the
(Young twigs) (Young twigs) media does not change)
. . Hifa panjang berwarna putih, media
2. TBK22 Rantingmuda  Ranting muda Bogor tidak berubah  (Long white hypha, the
(Young twigs) (Young twigs) media does not change)
Rantine tua Rantine tua Hifa pendek berwarna hitam, media
23. BTCK 1.1 (Old ngw. ) (Old t%vi ) Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
g g the media does not change)
Hifa pendek berwarna putih dengan
. . bintik hitam di tengah, media tidak beru-
2. BTCRL 1}2}2‘;& lt“)a 1??)1}21;5 lt“)a Circbon  bah (4 short Hypha is white with black
g g spots in the Center, the media does not
change)
Rantine tua Rantine tua Hifa pendek berwarna hitam, media
25. BTCK1.2 (Old tfw. ) (Old tfw. ) Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
g g the media does not change)
Hifa pendek berwarna putih dengan
. . bintik hitam di tengah, media tidak beru-
26.  BTCKI2 l%}glfv lt“)a I%}g‘;g .t“)a Circbon  bah (4 short Hypha is white with black
g wig spots in the Center, the media does not
change)
Hifa pendek berwarna putih dengan
Rantine tua Rantine tua bintik hitam di tengah, media tidak beru-
27. BTCK1.3 (old t%vi ) (Old tﬁ/i ) Cirebon bah (4 short Hypha is white with black
g g spots in the Center, the media does not
change)
. Ranting Hifg p.endek. berwarna p}ltih dengan
Ranting tua tua bintik hitam di tengah, media tidak beru-
28. BTCK 2 ( Old twig) ( Old twig) Cirebon bah (4 short Hypha is white with black
g spots in the Center, the media does not
change)
Daun tua Daun tua . Hifa pendek berwarna hitam, media
29. DTCK 1.1 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
the media does not change)
Hifa pendek berwarna putih dengan
Daun tua Daun tua . bintik orange di tengah, media tidak
30. DTCK 1.2 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon berubah (4 short Hypha is white with

orange spots in the Center, the media
does not change)
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Tabel 1. Daftar isolat mikroba endofit hasil isolasi dari tanaman srikaya (List of endophytic microbial
isolated from sugar-apple plant) (lanjutan/ continued)

Kode Asal
Isolat Sampel tanaman Jenis .
No. (Isolates ( Plant amples) Daqra}h (species) Morfologi
code) (Origin) (Morphology)
Hifa pendek berwarna putih dengan
Daun tua Daun tua bintik orange di tengah, media tidak
31. DTCK 1.3 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon berubah (4 short Hypha is white with
orange spots in the Center, the media
does not change)
Hifa pendek berwarna putih dengan
Daun tua Daun tua bintik orange di tengah, media tidak
32. DTCK2.1 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon berubah (4 short Hypha is white with
orange spots in the Center, the media
does not change)
Daun tua Daun tua Hifa pendek berwarna hitam, media
33. DTCK22 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
: the media does not change)
Daun tua Daun tua Hifa pendek berwarna putih, media tidak
34. DTCK23 (Leaf old) (Leaf old) Cirebon berubah (A4 short Hypha is white, the
’ media does not change)
Daun muda Daun muda Hifa pendek berwarna hitam, media
35. DMCK2.1 (Young Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
(Young leaves)
leaves) the media does not change)
Daun muda Daun muda Hifa pendek berwarna hitam, media
36. DMCK?2.2 un mu (Young Cirebon tidak berubah (4 short Hypha is black,
(Young leaves)
g leaves) the media does not change)

Tabel 2. Luas zona bening bakteri endofit dalam media seleksi S. aureus dan C albicans (Clear zone of
endophytic bacteria in selective media cultured with S. aureus and C. albicans

Luas zona bening bakteri endofit dalam media seleksi
Kode Isolat (Clear zone of endophytic bacteria in selective medium growth with)

No. .
(code of isolates) S. aureus C. albicans

1. TBBI.1 - -
2. TBB1.2 - -
3. TBB2.1 ++ -
4. DBB1 - -
5. DBB2 ++ -
6. BuCB 1.1 - -
7. BuCB1.2 - -
8. BMCI.1 - +++
9. BMC1.2 - -
10. BuCB2.1 -+ -
11. BuCB2.2A ++ -
12. BuCB2.2B ++ ;

Keterangan (Note):

-) : tidak terbentuk zona bening (no clear zone)

+) : luas zona bening (clear zone) 0,01 — 0,07 cm®

(++) : luas zona bening (clear zone) 0,07 — 0,15 cm®

(+++) : luas zona bening (clear zone) > 0,15 cm?
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Tabel 3. Luas koloni kapang endofit pada media seleksi S. aureus dan C. albicans (Colony size of
endophytic mold in selective media cultured with S. aureus and C. albicans)

Luas koloni kapang endofit dalam medium seleksi mikroba

Kode Isolat

(Clear zone of endophytic mold in selective media growth with)

No. .
(code of isolates) S aureus C. albicans
1. DBKI.1 - )
2. DBKI1.2 - )
3. DBK1.3 + )
4. DBK 1.4 + )
5. DBK2.1 + )
6. DBK22 + N
7. DBK23 + *
8. DBK24 + N
9. TBK21 ++ N
10. TBK2.2 + N
11. BTCK 1.1 + N
12. BTCK 1.1T 4+ +
13, BTCK 1.2 + N
14, BTCK 12T ++ *
15. BTCK 1.3 + .
16. BTCK 2 + N
17. DTCK 1.1 + N
18. DTCK 1.2 + *
19. DTCK 1.3 + )
20. DTCK 2.1 + |
21. DTCK22 + N
22. DTCK 2.3 ++ *
23. DMCK 2.1 + )
24. DMCK?2.2 + -

Keterangan (Note) :

-) : tidak dapat tumbuh (no growth)

+) : luas koloni (colonies size) 0 - § cm?
(++) : luas koloni (colonies size) 8 — 17 cm®
(+++) : luas koloni (colonies size) > 17 cm?

zona bening 0,21 cm® Pada pengamatan secara
makroskopis, bakteri endofit BMC 1.1 mempunyai
bentuk koloni bulat dan berwarna kuning.
Pengamatan menggunakan mikroskop menunjukkan
bahwa bakteri endofit BMC 1.1 memiliki sel
berbentuk batang (basil) dan termasuk gram positif,
yang ditunjukkan dengan sel berwarna ungu dengan
pewarnaan gram.

b. Kapang endofit terpilih (BTCK 1.1T)

Isolat kapang endofit BTCK 1.1T terpilih
berdasarkan ukuran koloni terbesar. Isolat BTCK
1.1T mampu tumbuh dan membentuk koloni pada
media seleksi yang berisi S. aureus dengan ukuran
23,3 ecm’. Kapang endofit BTCK 1.1T menghasilkan
senyawa antimikroba yang dapat menghambat
pertumbuhan S. aureus. Berdasarkan pengamatan

morfologi, BTCK 1.1T memiliki hifa pendek

berwarna putih pada waktu masih muda, tumbuh
cepat dan setelah tua berwarna putih kekuningan
dengan dasar hitam dan warna media tidak berubah.
Hifa BTCK 1.1T bercabang, dan tidak bersekat.

Pengukuran laju pertumbuhan mikroba endofit
terpilih

Pengukuran laju pertumbuhan mikroba endofit
terpilih bertujuan untuk mendapatkan waktu yang
tepat saat pemanenan senyawa antimikroba (awal
fase stasioner), yang berupa metabolit sekunder pada
proses fermentasi (Gambar 4). Beberapa mikroba
menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti
antibiotik dan polimer (Volk dan Wheeler, 1990).

Pada awal pertumbuhan, yaitu 4 jam setelah
inokulasi, penghitungan jumlah bakteri tidak dapat
dilakukan karena faktor pengenceran yang terlalu
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rendah sehingga bakteri yang tumbuh sangat banyak
dan saling bertumpuk sehingga menyulitkan
penghitungan. Antara jam ke-6 hingga 12 mulai
terjadi pertumbuhan bakteri namun pertumbuhannya
lambat. Fase pembiakan cepat terjadi pada jam
ke-14 hingga 16. Fase ini disebut fase logaritmik/
fase eksponensial. Akhir fase logaritmik atau
memasuki fase stasioner terjadi pada jam ke-16 yang
merupakan  titik  pertumbuhan  sel
(yaitu 313 x 10" CFU/ml). Pada fase ini
diperkirakan senyawa metabolit sekunder yang
dihasilkan maksimal. Setelah fase stasioner berakhir,

tertinggi

diikuti fase kemunduran atau fase kematian.

Pada kapang endofit BTCK 1.1T, fase adaptasi
dimulai pada hari ke-0 sampai hari ke-1. Pada fase
ini terjadi penyesuaian diri pada lingkungan baru.
Selanjutnya masuk fase permulaan pembiakan pada
hari ke-2 sampai hari ke-4. Fase berikutnya adalah
fase pembiakan cepat atau disebut dengan fase
eksponensial yaitu pada hari ke-5 sampai hari ke-6.
Selama fase ini pembiakan mikroba berlangsung
cepat, jumlahnya meningkat secara logaritma sesuai
dengan pertambahan waktu. Akhir fase logaritmik
atau memasuki fase

stasioner, terjadi keadaan

A

B

Gambar 1. A. Zona bening bakteri endofit BMC 1.1 pada media seleksi C. albicans; B. Sel bakteri endofit
BMC 1.1 dilihat dengan perbesaran 100 x 10, sel berbentuk basil (Clear Zone of endophytic bacte-
rial BMC 1.1 in selective media growth with C. albicans; B. Bacterial cells BMC 1.1 observed on

100x10 magnification, basil-shaped cells)

A

Gambar 2.

B

Koloni kapang endofit BTCK 1.1T pada media selektif. A. Pada media seleksi kultur Candida

albicans, masa inkubasi 5 hari. B. Pada media seleksi kultur Staphylococcus aureus, masa
inkubasi 5 hari (Endophytic mold colonies BTCK 1.1 T in selective media. A. In selective media

growth with Candida albicans, 5 days incubation. B. In selective
Staphylococcus aureus, 5 days incubation).
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B

Gambar 3. Kapang endofit BTCK 1.1T. A. Pada media PDA umur 5 hari. B. Perbesaran 100x10 (Mold
endophyte BTCK 1.1 T. A. In PDA media. B. at 100x10 magnification)

seimbang antara laju pertumbuhan dengan laju
kematian, sehingga jumlah keseluruhan kapang yang
hidup akan relatif tetap. Fase ini terjadi pada hari ke-
6 yang merupakan saat senyawa metabolit sekunder
mulai dihasilkan dengan titik pertumbuhan kapang
tertinggi (55 x 10* CFU/ml). Setelah fase stasioner
berakhir, diikuti fase kematian. Fase ini dimulai
setelah hari ke-6. Pada fase ini jumlah kapang yang
mati lebih besar daripada jumlah kapang yang hidup.
Hal ini disebabkan jumlah makanan dan nutrisi
dalam media semakin berkurang
pembiakan kapang terhenti.

sechingga

Ekstraksi dan analisis senyawa antimikroba
menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT)

Pemanenan dilakukan setelah proses fermentasi
mencapai akhir fase logaritmik dari isolat bakteri
BMC 1.1 dan kapang endofit BTCK 1.1T,
dilanjutkan ~ dengan  ekstraksi = menggunakan
kloroform. Kedua ekstrak dikeringkan untuk
mendapatkan ekstrak kering. Ekstrak kering bakteri
endofit BMC 1.1 diperoleh sebanyak 0,5 g (dari
ekstrak fase kloroform) dan 2,3 g dari ekstrak fase
air. Sedangkan untuk kapang endofit BTCK 1.1T
didapat 0,0041 g dari ekstrak kering fase kloroform
dan 0,2 g dari ekstrak fase air.

Ekstrak fase kloroform dan ekstrak fase air yang
telah didapat dari proses ekstraksi kemudian
dianalisis menggunakan KLT. Analisis
menggunakan KLT dilakukan untuk mengetahui
adanya senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh

mikroba endofit, sekaligus untuk memisahkan
komponen-komponen senyawa berdasarkan
perbedaan kelarutannya. Tahap pertama, dipakai
beberapa  jenis  pelarut  dengan  beberapa
perbandingan untuk mendapatkan perbandingan
yang tepat, sehingga dapat melarutkan senyawa-
senyawa yang terdapat dalam kedua ekstrak mikroba
endofit secara maksimal. Analisis KLT dari kedua
mikroba endofit terpilih dilakukan dengan beberapa
perbandingan dan campuran pelarut (Gambar 6 dan
7).

Noda yang tampak pada plat, baik pada media
ekstrak kloroform dan antibiotik standar hanya dapat
terdeteksi di bawah sinar UV dengan panjang
gelombang 254 nm. Senyawa tersebut tampak
sebagai bercak/noda gelap pada latar belakang yang
berfluoresensi kuning-hijau. Pengamatan dilanjutkan
setelah plat sampel disemprot dengan penampak
bercak CeSOy (cerium sulfaf), warna noda yang
terbentuk terlihat coklat kehitaman.

Kromatografi kolom

Kromatografi ~ kolom  bertujuan  untuk
memisahkan senyawa-senyawa yang ada di dalam
ekstrak kloroform bakteri endofit BMC 1.1 dan
kapang endofit BTCK 1.1T. Hasil dari kromatografi
kolom berupa fraksi-fraksi yang setiap fraksi
diharapkan berisi satu jenis senyawa murni saja.
Kromatografi kolom ekstrak fase kloroform bakteri
endofit BMC 1.1 mendeteksi 28 fraksi, sedangkan
untuk ekstrak fase kloroform kapang endofit BTCK
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Gambar 4. Grafik laju pertumbuhan bakteri endofit BMC 1.1 (Graphic of the endophytic bacteria

BMC 1.1 growth rate)

60

35

50

40
30

20

10

Ju(mlah Sel Kapang (X 109
(Mould cell number) (X 10%)

Waktu fermentasi ( Hari)
(The Fermentation time) (days)

4 5 6 7

Gambar 5. Grafik laju pertumbuhan kapang endofit BTCK 1.1T (Graphic growth rate of endophytic

mold BTCK 1.1T )

(1 : 2 :3) noda yang tampak hanya pada ekstrak fase
kloroform dan ketiga antibiotik standar saja, namun
pada media PDB dan ekstrak fase air, tidak tampak
noda. Sedangkan pada campuran pelarut asetonitril :
metanol (2 : 1) noda yang tampak pada media PDB
tidak sama dengan noda yang tampak pada ekstrak
fase kloroform dan ketiga antibiotik standar, tetapi
hal tersebut terlihat juga pada campuran pelarut
kloroform metanol : air
(3 : 2 : 1). Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
yang terdapat dalam fase kloroform berbeda dengan
senyawa yang terkandung dalam media PDB, artinya
positif terdapat senyawa aktif pada ekstrak fase
kloroform.
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Kisaran nilai Rf dari noda yang tampak pada
ekstrak fase kloroform terlihat mendekati nilai Rf
antibiotik eritromisin, tetrasiklin dan metronidazol.
Noda pada plat hasil KLT pada Tabel 5,
menunjukkan bahwa nilai Rt pada setiap fraksi
tidak ada yang menunjukkan kesamaan tetapi
mendekati dengan nilai Rt dari antibiotik standar
metronidazol. Untuk fraksi C; dan fraksi Ck;
mempunyai nilai Rt 6,350 menit, sehingga diduga
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh
fraksi C, dari bakteri endofit BMC 1.1 dan fraksi
Ck, dari kapang endofit BTCK 1.1T adalah
senyawa metronidazol atau turunannya. Seperti
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A B C

Gambar 6. Hasil KLT ekstrak fase kloroform dan fase air bakteri endofit BMC 1.1 dalam berbagai
perbandingan komposisi pelarut. A. kloroform : metanol : air (5 : 5 : 1); B. asetonitril : metanol
(1 : 1); C. kloroform : metanol : air (3 : 3 : 2); 1. Media NB; 2. Ekstrak fase air bakteri endofit
BMC 1.1; 3. Ekstrak fase kloroform bakteri endofit BMC 1.1; 4. eritromisin; 5. tetrasiklin; 6.
metronidazol. (TLC results of chloroform and water phase extracts of endophytic bacteria BMC
1.1 in a variety of solvent composition ratio. A. chloroform : methanol : water (5 : 5 : 1); B.
acetonitrile : methanol (1 : 1); C. chloroform : methanol : water (3 : 3 : 2); 1. Media NB; 2.
Water phase extract of endophytic bacteria BMC 1.1; 3. Chloroform phase extract of endophytic
bacteria BMC 1.1; 4. erythromycin; 5. tetracyclin; 6. methronidazol)

A B C

Gambar 7. Hasil KLT ekstrak fase kloroform dan fase air kapang endofit BTCK 1.1T dalam berbagai
perbandingan komposisi pelarut. A. kloroform : metanol : air (1 : 2 : 3); B. asetonitril : metanol
(2 : 1); C. kloroform : metanol : air (3 :2: 1); 1. Media PDB; 2. Ekstrak fase air kapang endofit
BTCK 1.1T; 3. Ekstrak fase kloroform kapang endofit BTCK 1.1T; 4. eritromisin; 5. tetrasiklin;
6. metronidazol. (TLC results of chloroform and water phase extracts of endophytic mold BTCK
1.1T in a variety of solvent composition ratio. A. chloroform : methanol : water (1 : 2 : 3); B.
acetonitrile : methanol (2 : 1); C. chloroform : methanol : water (3 : 2 : 1); 1. Media PDB; 2.
Water phase extract of endophytic mold BTCK 1.1T, 3. Chloroform phase extract of endophytic
mold BTCK 1.1T, 4. erythromycin; 5. tetracyclin; 6. methronidazol)
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1.1T terdeteksi 30 fraksi. Masing-masing fraksi
selanjutnya dianalisis kembali menggunakan KLT
dan dibandingkan dengan antibiotik standar berupa
eritromisin, metronidazol dan tetrasiklin. Fraksi-
fraksi yang memiliki noda/spot yang sama di
gabung, selanjutnya dilakukan analisis KLT kembali
hingga diperoleh masing-masing 2 fraksi yang
merupakan hasil penggabungan beberapa fraksi.

Menurut hasil KLT sebelum kromatografi
kolom, perbandingan fase gerak yang digunakan
untuk ekstrak fase kloroform bakteri BMC 1.1
adalah kloroform : metanol : air (5 : 5 : 1) sedangkan
untuk kapang endofit BTCK 1.1T adalah kloroform :
metanol : air (3 : 2 : 1). Akan tetapi fase gerak
tersebut tidak dapat digunakan dalam analisis KCKT
karena kloroform dapat merusak kolom sehingga
diperlukan fase gerak yang lebih aman. Asetonitril
digunakan  untuk  menggantikan  kloroform.
Campuran asetonitril metanol (1 2) dapat
dijadikan pelarut yang cukup baik bagi kedua fraksi
bakteri endofit BMC 1.1 dan kapang endofit BTCK
1.1T serta antibiotik standar metronidazol, namun
antibiotik standar eritromisin dan tetrasiklin tidak
dapat larut secara sempurna.

Berdasarkan hasil KLT diketahui bahwa nilai Rf
dari keempat fraksi ekstrak fase kloroform bakteri
endofit BMC 1.1 dan kapang endofit BTCK 1.1T
mempunyai kisaran yang lebih tinggi daripada ketiga
antibiotik standar eritromisin (0,614) tetrasiklin
(0,482) dan metronidazol (0,859) (Tabel 4).

Analisa senyawa antimikroba menggunakan
kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT)
Metode KCKT tepat digunakan untuk

menganalisis senyawa yang tidak berwarna dengan
konsentrasi kecil (Gritter et al., 1991). Analisis
KCKT ini memiliki tingkat ketepatan yang tinggi.
Setiap senyawa yang terdeteksi berupa peak yang
berbeda-beda sesuai retensinya. Dasar
pemisahan kromatografi ini adalah kesetimbangan
komponen-komponen campuran di antara fase gerak
dan fase diam. Hasil analisis berupa kromatogram
yang dapat berfungsi sebagai analisis kualitatif dan
kuantitatif.

Posisi puncak (peak) pada sumbu waktu
berfungsi untuk  mengidentifikasi komponen
cuplikan, sedangkan luas area (% area) atau tinggi
peak merupakan ukuran kuantitatif tiap komponen.
Waktu retensi (retention time/Rt) merupakan
petunjuk kualitatif suatu senyawa. Waktu retensi
adalah waktu yang dibutuhkan oleh suatu senyawa
untuk mencapai detektor. Jumlah peak yang terdapat
pada kromatogram menunjukkan jumlah komponen
yang terdapat dalam cuplikan.

Hasil analisis KCKT menunjukkan bahwa
jumlah peak yang terbentuk pada kromatogram
antibiotik standar metronidazol adalah 1 peak dengan
nilai Rt 6,350 menit dan luas area 100,000 %, begitu
pula dengan fraksi C, dan C, memiliki 1 peak dan
luas area 100,000% dengan nilai Rt yang berbeda
yaitu fraksi C; 6,392 menit dan fraksi C; 6,408

waktu

Tabel 4. Nilai Rf hasil fraksinasi ekstrak fase kloroform bakteri endofit BMC 1.1 dan kapang endofit
BTCK 1.1T serta senyawa antibiotik standar. (Rf value of chloroform phase extract of endophytic
bacteria BMC 1.1, BTCK 1.1 T endophytic mold and antibiotic standard)

No Sampel (samples) Nilai Rf (Rf Value) Keterangan (Notes)
. Fraksi kloroform bakteri
L. Fraksi C, 0,946 (bacterial chloroform fraction)
. Fraksi kloroform bakteri
2. Fraksi C, 0,910 (bacterial chloroform fraction)
. Fraksi kloroform kapang
3. Fraksi Ck, 0,877 (mold chloroform fraction)
. Fraksi kloroform kapang
4. Fraksi Ck, 0,929 (mold chloroform fraction)
5. Eritromisin 0,614 Antibiotik standar (standard antibiotic)
6. Tetrasiklin 0,482 Antibiotik standar (standard antibiotic)
7. Metronidazol 0,859 Antibiotik standar (standard antibiotic)
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Tabel 5. Nilai Rt dan peak area hasil fraksinasi ekstrak fase kloroform bakteri BMC 1.1 dan kapang
endofit BTCK 1.1T serta antibiotik standar metronidazol. (Rt value and peak of chloroform phase
extract of endophytic bacteria BMC 1.1, mold BTCK 1.1 T and antibiotic standard metronidazole)

Waktu
retensi Area Peak Area Konsentrasi metronidazol (ppm)
No. Sampel (Samples) (Rt) (Area) (%) (concentration of metronidc?zlz)le)
(minute)
1. Fraksi C, 6,392 11384170 100,000 170,98
2. Fraksi G, 6,408 1216677 100,000 18, 27
3. Fraksi Ck, 6,375 100394 72,123 1,51
4. Fraksi Ck, 6,600 275375 76,311 4,14
5. Metronidazol 6,350 6657902 100,000 100

menit. Lain halnya dengan fraksi Ck;, mempunyai 3
peak dengan nilai Rt 6,375 menit dan luas area
72,123%. Begitu pula dengan fraksi Ck, mempunyai
3 peak dengan nilai Rt 6,600 menit dan luas area
76,311%. Sampel yang mempunyai 1 peak dan luas
area sebesar 100% menunjukkan bahwa senyawa
yang ada di dalam sampel tersebut sudah murni.
Sedangkan sampel yang mempunyai lebih dari 1
peak dan luas area kecil dapat diduga merupakan
senyawa campuran yang juga bersifat antimikroba
akan tetapi kadarnya sangat kecil.

PEMBAHASAN

Mikroba endofit yang mampu hidup, tumbuh
dan berkembang membentuk koloni pada media
yang mengandung mikroba patogen menunjukkan
bahwa mikroba tersebut menghasilkan suatu
senyawa antimikroba yang mampu menghambat
pertumbuhan mikroba patogen. Senyawa aktif yang
disekresikan akan terlihat sebagai zona bening
disekitar koloni mikroba. Bila senyawa aktif tidak
disekresikan secara berlebih, maka disekitar koloni
tidak tampak adanya zona bening, kemungkinan
senyawa antimikroba yang dihasilkan dalam jumlah
yang terbatas, sesuai dengan pertumbuhan koloni
tersebut.

Senyawa aktif yang dihasilkan oleh bakteri
endofit BMC 1.1 termasuk ke dalam senyawa
antimikroba spektrum sempit (narrow-spectrum anti-
substance), dilihat  dari
penghambatannya, karena senyawa antimikroba yang
dihasilkan oleh bakteri endofit tersebut hanya

microbial aktivitas

mampu menghambat pertumbuhan satu mikroba uji
saja yaitu C. albicans yang merupakan jenis khamir
gram negatif. Sementara untuk kapang endofit

BTCK 1.1T termasuk kapang yang menghasilkan
senyawa antimikroba spektrum luas (broad spectrum
antimicrobial substance) karena mampu tumbuh
pada media yang berisi mikroba uji yakni S. aureus
(gram positif) dan C. albicans (gram negatif).

Hasil analisis KLT ekstrak bakteri endofit BMC
1.1 dengan tiga perbandingan pelarut (Gambar 6),
menunjukkan hasil positif yaitu contoh uji
mempunyai noda/spot dengan kisaran nilai Rf
mendekati Rf antibiotik standar tetrasiklin dan
metronidazol. Satu noda tipis tampak pada ekstrak
air dengan 2 perbandingan komposisi pelarut,
sedangkan pada perbandingan 5 : 5 : 1, tampak dua
noda pada ekstrak air. Lain halnya dengan noda pada
fase kloroform, tampak lebih jelas. Dari ketiga
perbandingan komposisi pelarut, tampak dua noda
pada ekstrak kloroform dalam plat.

Perbandingan komposisi pelarut kloroform :
metanol : air (5 : 5 : 1) memberikan kemampuan
yang baik dalam mengelusi noda ekstrak kloroform
dan air pada plat KLT. Noda yang tampak pada
ekstrak fase kloroform dan fase air tidak sama
dengan noda yang tampak pada media NB. Artinya
bahwa senyawa yang terkandung dalam ekstrak fase
kloroform dan fase air adalah senyawa aktif yang
dihasilkan oleh bakteri endofit BMC 1.1.

Hasil analisa KLT dari kapang BTCK 1.1T
dengan ketiga perbandingan pelarut (Gambar 7)
menunjukkan pemisahan yang kurang sempurna
karena noda ekstrak fase air tidak tampak pada plat
dari ketiga campuran pelarut tersebut. Kemungkinan
karena ekstrak fase air tercampur dengan senyawa
metabolit lain yang terdapat dalam kultur fermentasi
sehingga noda tidak dapat terangkat sempurna.

Pada campuran pelarut kloroform: metanol : air
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halnya dilaporkan Melliawati dan Harni (2009),
bahwa 2 isolat kapang endofit menghasilkan
bioaktif yang mendekati antibiotik kloramfenikol
dan ampisillin. Sementara itu, fraksi C, dan fraksi
Ck, mempunyai kisaran nilai Rt yang jauh berbeda
dengan nilai Rt antibiotik standar metronidazol
sehingga kemungkinan senyawa metabolit sekunder
yang dihasilkan oleh fraksi C, dari bakteri endofit
BMC 1.1 dan fraksi Ck, dari kapang endofit BTCK
1.1T tersebut merupakan senyawa turunan
antibiotik lain yang juga bersifat antimikroba.

Dalam analisis KCKT, fase gerak yang
digunakan adalah asetonitril sebagai pengganti
kloroform karena kloroform dapat merusak kolom.
Campuran asetonitril : metanol (1 2) dapat
dijadikan pelarut yang cukup baik bagi kedua fraksi
bakteri endofit BMC 1.1 dan kapang endofit BTCK
1.1T serta antibiotik standar metronidazol, namun
pada antibiotik standar eritromisin dan tetrasiklin
tidak dapat melarutkan secara sempurna. Hal ini
kemungkinan disebabkan oleh antibiotik eritromisin
dan tetrasiklin yang digunakan adalah dalam bentuk
garamnya yaitu eritromisin stearat dan tetrasiklin
hidroklorida. Sehingga noda/spot dari antibiotik
tersebut tidak dapat terangkat sempurna seperti
noda/spot pada metronidazol.

Hasil kromatogram terhadap ekstrak bakteri
endofit BMC 1.1 dan kapang endofit BTCK 1.1T,
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang
berbeda, yang kemungkinan besar bersifat
antimikroba.  Hasil  perhitungan  konsentrasi
metronidazol  pada  masing-masing  sampel
menunjukkan bahwa konsentrasi fraksi C; adalah
170,98 ppm, fraksi C, yaitu 18,27 ppm, fraksi Ck,
yaitu 4,14 ppm dan konsentrasi terkecil adalah
fraksi Ck; yakni 1,51 ppm. Dapat disampaikan
bahwa mikroba endofit dari srikaya menghasilkan
senyawa aktif antimikroba, seperti halnya yang
dilaporkan Fathoni et al (2013, unpublished),
Melliawati et al. (2004, unpublished) Melliawati et
al. (2006, 2007), Melliawati dan Wulandari (2008),
Melliawati dan Harni (2009) dan Melliawati (2013)
bahwa  mikroba  endofit  dari
menghasilkan senyawa aktif antimikroba.

tumbuhan

KESIMPULAN
Tiga puluh enam (36) isolat endofit telah diperoleh
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dari tanaman srikaya, yaitu 24 isolat kapang dan 12
isolat bakteri endofit. Lima (5) isolat bakteri endofit
diantaranya mampu menghambat pertumbuhan S.
aureus (TBB 2.1, DBB 2, BuCB 2.1, BuCB 2.2A
dan BuCB 2.2B) dan 1 isolat (BMC 1.1) mampu
menghambat pertumbuhan C. albicans. Empat
isolat kapang (TBK 2.1, BTCK 1.1T, BTCK 1.2T
dan DTCK) mampu tumbuh dalam medium yang
mengandung bakteri S. aureus dan C. albicans, dua
(2) diantaranya dapat tumbuh dan membentuk
koloni yang besar pada media yang mengandung
bakteri uji tersebut. Analisis KLT dari fraksi-fraksi
ekstrak fase kloroform (bakteri endofit BMC 1.1
dan kapang endofit BTCK 1.1T) menunjukkan nilai
Rf mendekati antibiotik standar metronidazol.
Analisis KCKT memperlihatkan, senyawa aktif dari
ekstrak fase kloroform bakteri BMC 1.1 yaitu fraksi
C, dan fraksi Ck; serta dari ekstrak fase kloroform
kapang endofit BTCK 1.1T memiliki nilai Rt yang
mendekati  antibiotik  standar  metronidazol.
Konsentrasi metronidazol pada masing-masing
fraksi C; (170,98 ppm), fraksi C, (18,27 ppm),
fraksi Ck; (1,51 ppm) dan fraksi Ck, (4,14 ppm).
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