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ABSTRAK

ISTI MURIA SUHARMAN. Isolasi dan Skrining Fungi Endofit dari Kitolod
(Hippobroma longiflora [L.] G. Don) sebagai Penghasil Antibakteri terhadap
Pseudomonas aeruginosa (dibimbing oleh Sartini dan Nana Juniarti Natsir Djide).

Latar belakang. Pseudomonas aeruginosa termasuk salah satu bakteri yang
menyebabkan infeksi pada mata, seperti konjungtivitis. Secara tradisional kitolod
(Hippobroma longiflora [L.] G. Don) telah digunakan oleh masyarakat untuk
mengobati penyakit pada mata dan beberapa kali telah dilaporkan mengandung
senyawa antibakteri. Tujuan. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi
senyawa antibakteri dari fungi endofit H. longiflora terhadap P. aeruginosa dan
mengetahui perbedaan kandungan golongan senyawa dari ekstrak hasil fermentasi
isolat fungi endofit H. longiflora dengan ekstrak etil asetat H. longiflora. Metode.
Isolasi fungi endofit dari daun H. longiflora dilakukan dengan metode tanam langsung
pada medium Potato Dextrose Agar selama 7 hari, dilanjutkan skrining antibakteri
fungi endofit dengan metode agar blok. Isolat aktif difermentasi dengan metode
Submerged Fermentation (SmF) menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm.
Hasil fermentasi diekstraksi dan dilanjutkan dengan uiji aktivitas antibakteri terhadap
P. aeruginosa. ldentifikasi metabolit sekunder pada ekstrak hasil fermentasi dan
ekstrak etil asetat H. longiflora dilakukan dengan metode Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Hasil. Sebanyak tujuh isolat diperoleh dari hasil isolasi fungi endofit dan
didapatkan dua isolat aktif (KT1A dan KT1C-IL) yang memiliki penampakan aktivitas
antibakteri paling besar terhadap P. aeruginosa. Hasil uji aktivitas antimikroba pada
ekstrak hasil fermentasi isolat KT1A dan KT1C-IL masing-masing sebesar 6,61 +
0,69 mm dan 7,36 £ 0,50 mm. Skrining fitokimia menunjukkan kedua ekstrak hasil
fermentasi dan ekstrak etil asetat H. longiflora mengandung golongan senyawa yang
sama, yaitu terpenoid. Kesimpulan. Fungi endofit H. longiflora mampu menghambat
aktivitas P. aeruginosa serta ditemukan kesamaan kandungan golongan senyawa
pada ekstrak hasil fermentasi isolat KT1A dan KT1C-IL dengan ekstrak etil asetat H.
longiflora.

Kata kunci: Kitolod; Hippobroma longiflora [L.] G. Don; fungi endofit; antibakteri;
Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT

ISTI MURIA SUHARMAN. Isolation and Screening of Endophytic Fungi from
Kitolod (Hippobroma longifiora [L.] G. Don) as Antibacterial Producer Against
Pseudomonas aeruginosa (supervised by Sartini dan and Juniarti Natsir Djide).

Background. Pseudomonas aeruginosa is one of the bacteria that causes eye
infections, such as conjunctivitis. Traditionally, kitolod (Hippobroma longiflora [L.] G.
Don) has been used by communities to treat eye diseases, and it has been reported
several times to contain antibacterial compounds. Aim. This study aims to explore
the potential antibacterial compounds from endophytic fungi of H. longiflora against
P. aeruginosa and to identify the classes of compounds between the fermented
extracts of endophytic fungi H. longiflora and the ethyl acetate extract of H. longiflora.
Methods. Endophytic fungi were isolated from H. longiflora leaves using the direct
planting method on Potato Dextrose Agar medium for 7 days, followed by
antibacterial screening of the endophytic fungi using the agar block method. The
active isolates were fermented using the Submerged Fermentation (SmF) method
with a shaker at 150 rpm. The fermentation products were extracted and then tested
for antibacterial activity against P. aeruginosa. Secondary metabolite identification in
the fermentation extract and the ethyl acetate extract of H. longiflora was performed
using Thin Layer Chromatography (TLC). Results. Seven isolates were obtained
from the isolation of endophytic fungi, and two active isolates (KT1A and KT1C-IL)
showed the highest antibacterial activity against P. aeruginosa. Antimicrobial activity
tests on the fermented extracts of isolates KT1A and KT1C-IL showed inhibition
zones of 6.61 £ 0.69 mm and 7.36 £ 0.50 mm, respectively. Phytochemical screening
indicated that both fermented and ethyl acetate extract of H. longiflora contained the
same class of compounds, namely terpenoids. Conclusion. Endophytic fungi of H.
longiflora were able to inhibit the activity of P. aeruginosa, and similarities were found
in the compound groups between the fermentation extracts of isolates KT1A and
KT1C-IL and the ethyl acetate extract of H. longifiora.

Keywords: Kitolod; Hippobroma longiflora [L.] G. Don; endophytic fungi; antibacterial;
Pseudomonas aeruginosa
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Konjungtivitis merupakan salah satu jenis penyakit infeksi mata yang banyak
terjadi di Indonesia. Dari 1,2 juta pasien rawat jalan yang tercatat di Kabupaten
Bandung, pasien yang mengalami konjungtivitis ditemukan sebanyak 14.291 (1,16%)
kasus (DINKES Kab. Bandung, 2019). Konjungtivitis dapat terjadi karena adanya
alergi serta infeksi dari bakteri, virus, maupun jamur (Shams et al., 2022). 50-70%
konjungtivitis terjadi karena adanya infeksi bakteri dan Pseudomonas aeruginosa
menjadi salah satu penyebab konjungtivitis yaitu sekitar 40,0% (Deepthi &
Prabagaran, 2020; Junior et al., 2023). Selain konjungtivitis, infeksi P. aeruginosa
pada mata juga dapat menyebabkan keratitis dan endoftalmitis yang dapat
mengganggu penglihatan hingga menyebabkan kebutaan (Mohamed et al., 2023).
Infeksi P. aeruginosa pada mata dapat terjadi karena adanya pemakaian contact
lens, penyakit pada permukaan mata, trauma mata serta riwayat operasi mata
(Sajjad et al., 2023).

Pemberian antibiotik dilakukan untuk mengobati infeksi, namun beberapa
golongan antibiotik seperti aminoglikosida, kuinolon, dan B-laktam telah dilaporkan
resisten terhadap P. aeruginosa (Pang et al., 2019). Hal ini mendorong dilakukannya
penemuan obat baru dari bahan alam yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri
(Prakoso et al., 203). Salah satu tumbuhan yang mungkin dapat digunakan sebagai
antibakteri ialah kitolod (Hippobroma longiflora [L.] G. Don).

Menurut Yuliana et al. (2023), kitolod secara tradisional telah digunakan oleh
masyarakat untuk mengobati penyakit pada mata, hal ini juga didukung dari
beberapa penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa kitolod mengandung
senyawa-senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan sebagai antibakteri,
antiinflamasi, analgesik, dan antifungi. Wardani et al. (2022) melaporkan bahwa
fraksi air dari ekstrak etanol daun H. longiflora memiliki aktivitas antibakteri yang
paling besar terhadap Staphylococcus aureus pada konsentrasi 30% dengan
diameter zona hambat 19,0 mm. Hal ini terjadi karena ekstrak daun H. longiflora
mengandung beberapa golongan senyawa bioaktif seperti flavonoid, alkaloid dan
saponin yang mampu bertindak sebagai antibakteri (Wardani et al., 2022).

Senyawa bioaktif dapat diperoleh dari tumbuhan secara langsung maupun dari
mikroorganisme yang tumbuh dalam jaringan tumbuhan seperti fungi endofit (Yuliani
& Ismail, 2023). Kemampuan fungi endofit dalam menghasilkan senyawa bioaktif dan
metabolit sekunder yang sama dengan tumbuhan inangnya menjadi peluang yang
sangat besar dalam penemuan antibiotik baru karena memiliki siklus hidup yang lebih
pendek dari tumbuhan sehingga mudah ditumbuhkan (Asnita et al., 2020). Fungi
endofit melalui proses fermentasi mampu menghasilkan senyawa bioaktif dalam
waktu yang cepat dan dalam jumlah yang besar dengan aktivitas yang sama bahkan
lebih besar dari tumbuhan inangnya (Asnita et al., 2020). Selain itu, fungi endofit juga



dapat menghasilkan senyawa unik yang tidak diproduksi oleh tumbuhan inang
(Jagannath et al., 2021). Fungi endofit banyak ditemukan di alam sehingga
keberadaannya dalam suatu tumbuhan tidak dapat diprediksi dan sangat bervariasi
(Jamilatun & Shufiyani, 2019).

Produksi senyawa metabolit sekunder oleh fungi endofit sangat dipengaruhi
oleh faktor habitat dan kondisi lingkungannya (Muharini et al., 2022). Tumbuhan H.
longiflora dapat tumbuh pada daerah yang memiliki iklim tropis dan subtropis,
umumnya tumbuhan ini ditemukan pada daerah dataran rendah dengan kondisi
lingkungan yang lembab (Gloriana et al., 2021). Menurut Yumna et al. (2023), Bone
merupakan daerah yang beriklim tropis dengan tingkat kelembaban udara sekitar
95%-99% yang sesuai dengan kondisi tumbuh H. longiflora. Melihat adanya potensi
H. longiflora dalam terapi infeksi mata dan belum adanya penelitian mengenai
aktivitas antibakteri isolat fungi endofit dari H. longiflora terhadap P. aeruginosa
menjadi alasan dilakukan penelitian mengenai isolasi dan skrining fungi endofit dari
H.longiflora sebagai penghasil antibakteri terhadap P. aeruginosa..

1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah fungi endofit dari tumbuhan kitolod (H. longiflora) dapat menghasilkan
senyawa antibakteri terhadap P. aeruginosa?

2. Apakah ekstrak hasil fermentasi isolat fungi endofit H.longiflora memiliki
kandungan golongan senyawa yang sama dengan ekstrak etil asetat
H.longiflora?

1.3 Tujuan Penelitian

1.  Untuk mengetahui kemampuan isolat fungi endofit H. longiflora dalam
menghasilkan senyawa antibakteri terhadap P. aeruginosa

2. Untuk mengetahui perbedaan kandungan golongan senyawa antara ekstrak
hasil fermentasi isolat fungi endofit H. longiflora dengan ekstrak etil asetat H.
longiflora



BAB I
METODE PENELITIAN

2.1 Alat dan Bahan
2.1.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya ialah, autoklaf (All
American Model 25X-2°), Biosafety Cabinet (Thermo Scientific®), inkubator
(Memmert®), Laminar Air Flow (Labolytic®), shaker (IKA®), oven (Ecocell®), rotary
evaporator (Banchll®), sonikator (Delta68H®), timbangan analitik (Ohaus®), pipet
mikro (Dragonlab®), jangka sorong ( Tricle Brand®), dan alat gelas lainnya.

2.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, daun kitolod
(Hippobroma longiflora [L.] G. Don.), Ekstrak etil asetat H. longiflora, mikroba uji
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, medium Potato Dextrose Agar (Merck®),
medium Mueller Hinton Agar (Oxoid®), medium Potato Dextrose Broth (Difco®),
medium Nutrient Agar (Merck®), ekstrak yeast (Prondisa®), aquades, etanol 70%,
etanol 96%, etil asetat, metanol, NaOCI 1%, kloramfenikol disc (Oxoid®), paper disc
blank (Oxoid®), lempeng silika GF254 (Merck®), reagen Dragendorff, reagen AlCls,
reagen FeCls, reagen Vanilin-H2SO4, dan lain-lain.

2.2 Metode Kerja
2.2.1 Penyiapan alat

Alat-alat berbahan gelas dicuci bersih terlebih dahulu dengan menggunakan
deterjen, kemudian dibersihkan dengan menggunakan air mengalir dan keringkan.
Sterilisasi alat-alat yang berbahan gelas dan berskala dilakukan dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, sementara sterilisasi
untuk alat-alat yang tahan terhadap pemanasan tinggi dan tidak berskala dapat
disterilkan dengan menggunakan oven pada suhu 180°C selama 2 jam (Parrot,
1971).

2.2.2 Penyiapan medium

Pembuatan medium PDA, MHA, dan NA dilakukan dengan menimbang serbuk
medium sesuai jumlah yang tertera pada etiket. Serbuk medium yang telah ditimbang
dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquades sedikit demi
sedikit hingga mencapai volume akhir. Medium kemudian dipanaskan sambil diaduk
hingga larut sempurna. Sterilisasi medium dilakukan dengan menggunakan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit (Zimbro et al., 2009).



Pembuatan medium PDY sebagai medium starter dilakukan dengan
melarutkan 1,92 gram serbuk PDB dan 1% ekstrak yeast dalam 80 mL aquades.
Pembuatan medium PDY untuk proses fermentasi dilakukan dengan melarutkan 5,4
gram serbuk PDB dan 1% ekstrak yeast dalam 225 mL aquades untuk masing-
masing labu Erlenmeyer 500 mL. Serbuk PDB dan ekstrak yeast yang telah
ditimbang dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer dan dilarutkan dengan aquades
sedikit demi sedikit sambil dihomogenkan. Setelah serbuk PDB larut, aquades
ditambahkan hingga mencapai volume akhir, kemudian disterilisasi dengan
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit

2.2.3 Preparasi sampel

Sampel daun H. longiflora yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari
Kecamatan Kahu, Kabupaten Bone, Provinsi Sulawesi Selatan. Sampel daun segar
tersebut dibersihkan dengan melakukan pencucian sampel di bawah air mengalir
untuk menghilangkan kotoran-kotoran. Sterilisasi permukaan dilakukan pada sampel
dengan merendam sampel ke dalam larutan etanol 70% selama 1 menit, kemudian
dikeringkan dan direndam kembali dalam NaOCI 1% selama 5 menit. Kemudian,
direndam kembali menggunakan larutan etanol 70% selama 30 detik dan dibilas
menggunakan aquades steril, lalu dikeringkan menggunakan tisu steril (Widjajanti et
al., 2022).

2.2.4 Isolasi fungi endofit

Sampel yang telah disterilisasi permukan kemudian dipotong pada bagian
terdalam helai daun menggunakan gunting steril dengan ukuran 1 x 1 cm. Bagian
yang telah dipotong ditanam secara aseptik pada permukaan medium PDA,
kemudian diinkubasi pada suhu 25°C selama 5 -7 hari (Widjajanti et al., 2022). Pada
tahapan isolasi fungi endofit ini, beberapa kontrol digunakan, meliputi kontrol ruang,
kontrol medium, kontrol air bilasan terakhir dan kontrol sampel tanpa sterilisasi
permukaan.

Koloni yang tumbuh pada medium setelah proses isolasi yang menunjukkan
morfologi fungi (bentuk, tepi biakan, permukaan, warna miselium substrat dan
miselium udara serta pigmen terlarut) dengan karakteristik yang berbeda kemudian
dimurnikan ke dalam medium PDA yang baru menggunakan tusuk sate steril.
Tahapan ini dilakukan berulang hingga diperoleh koloni murni.

2.2.5 Skrining antibakteri fungi endofit

Metode yang digunakan dalam melakukan skrining antibakteri fungi endofit
yaitu metode agar block/plug. Medium PDA yang telah ditumbuhi oleh isolat fungi
endofit selama 5-7 hari kemudian dipotong menggunakan sedotan plastik steril dan
dipindahkan ke dalam cawan petri berisi medium MHA yang telah diinokulasikan
bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 (setara 108 CFU/mI) secara bertumpuk. Cawan
petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam. Aktivitas antibakteri fungi endofit



dapat dilihat dari zona hambat yang terbentuk di sekitar potongan isolat fungi endofit
(Pratama et al., 2018).

2.2.6 Fermentasi isolat fungi endofit dan ekstraksi metabolit sekunder

Fungi endofit difermentasi menggunakan metode fermentasi cair dengan
menggunakan medium PDY. Isolat fungi endofit yang telah tumbuh pada medium
PDA diinokulasikan ke dalam labu Erlenmeyer 250 mL yang berisi medium PDY 80
mL, kemudian diinkubasi pada suhu 25°C selama 7 hari sebagai starter. Sebanyak
3 labu Erlenmeyer 500 mL yang berisi 225 mL medium PDY disiapkan untuk proses
fermentasi. Selanjutnya, starter yang telah diinkubasi dimasukkan sebanyak 25 mL
ke dalam labu Erlenmeyer hingga total volume untuk tiap labu Erlenmeyer mencapai
250 mL, kemudian difermentasi menggunakan shaker dengan kecepatan 150 rpm
(putaran/menit) selama 7 hari (Situmorang et al., 2021; Melliawati & Sunifah, 2017).

Hasil fermentasi disatukan dan ditambahkan etanol 96% dengan
perbandingan 1:1, kemudian disonikasi selama 4 x 15 menit menggunakan sonikator
(48 kHz). Hasil fermentasi yang telah disonikasi disaring menggunakan kertas saring
steril, setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm selama 10 menit.
Supernatan diambil kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan
selanjutnya diliofilisasi. Hasil fermentasi fungi endofit H. longiflora yang telah
dipekatkan disimpan untuk tahapan selanjutnya.

2.2.7 Penyiapan bakteri uji

Peremajaan bakteri uji P. aeruginosa ATCC 27853 dilakukan dengan
menginokulasikan bakteri uji sebanyak 1 ose bulat kemudian digoreskan pada
tabung reaksi berisi medium NA miring. Selanjutnya, tabung reaksi diinkubasi pada
suhu 37°C selama 1x24 jam (Oktaviani et al., 2023).

Bakteri P. aeruginosa yang telah diremajakan diinokulasikan menggunakan
ose bulat ke dalam tabung reaksi berisi NaCl fisiologis 0,9% hingga setara
kekeruhannya dengan standard McFarland 0,5 (1,5 x 108 CFU/mL) (Pratama et al.,
2018).

2.2.8 Uji daya hambat

Uji daya hambat dilakukan dengan metode difusi agar menggunakan paper
disc. Medium MHA disiapkan dan dituang ke dalam cawan petri, setelah memadat
suspensi bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 (setara 108 CFU/ml) diinokulasikan
secara menumpuk pada permukaan medium menggunakan cotton swab. Ekstrak
hasil fermentasi yang telah dipekatkan kemudian diencerkan menggunakan aquades
hingga diperoleh konsentrasi 10% b/v. Ekstrak hasil fermentasi beserta aquades
steril (kontrol negatif) dicuplik sebanyak 20 uL ke paper disc blank menggunakan
pipet mikro. Masing-masing paper disc dan kloramfenikol disc 30 pg (kontrol positif)
kemudian diletakkan di permukaan medium MHA yang telah diinokulasikan biakan



uji dan diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C. Adanya aktivitas sebagai
antibakteri dilihat dari adanya zona bening yang terbentuk yang kemudian dihitung
luas zona bening tersebut (Wardani et al., 2022).

2.2.9 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Ekstrak hasil fermentasi isolat fungi endofit dan ekstrak etil asetat H. longiflora
masing-masing ditotolkan pada 6 lempeng silika gel GF254 yang berbeda (2
lempeng untuk pengukuran nilai Rf dan 4 lempeng untuk skrining fitokimia).
Kemudian, lempeng KLT dielusi dengan menggunakan etil asetat, metanol dan air
dengan perbandingan 8:2:1 hingga diperoleh pola kromatogram. Untuk melakukan
pengukuran nilai Ry, lempeng KLT diamati pada UV 254 nm dan 366 nm kemudian
dilakukan penyemprotan menggunakan H2SO4 10% untuk memperjelas noda yang
terbentuk.

2.2.10 Skrining fitokimia

Skrining fitokimia pada pengujian ini dilakukan dengan melakukan
penyemprotan beberapa pereaksi pada lempeng KLT yang telah dilakukan
penotolan. Beberapa pereaksi disemprotkan untuk mengidentifikasi kandungan
senyawa, meliputi pereaksi Vanilin H2SO4 untuk identifikasi golongan senyawa
terpenoid, pereaksi FeCls untuk identifikasi golongan senyawa polifenol, pereaksi
Dragendorff untuk identifikasi golongan senyawa alkaloid, dan pereaksi AICI3 untuk
identifikasi golongan senyawa flavonoid. Kemudian, lempeng KLT diamati di bawah
sinar UV dan dilakukan pemanasan apabila diperlukan (Imrawati et al., 2023).

2.2.11 Identifikasi alkaloid dengan metode tabung

Ekstrak hasil fermentasi dan ekstrak etil asetat H. longiflora dilarutkan
dengan pelarut yang sesuai kemudian ditambahkan 5 tetes HCI 2N dan dipanaskan.
Setelah didinginkan, ditambahkan 3 tetes reagen Dragendorff. Apabila terbentuk
endapan dan berwarna jingga maka sampel yang diuji mengandung alkaloid
(Suleman, et al., 2022).

2.2.12 Analisis data

Data yang telah diperoleh selanjutnya dianalisis dan dibahas kemudian
dilakukan penarikan kesimpulan



