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ABSTRACT

Endophytic fungi are fungi colonize internally plant tissue, without giving
detrimental effect to the host plant. They act as symbiont, mediated plant resistance
against biotic stress i.e. pests and diasease and abiotic stress such as drought and
extreme of temperature. Endophytic fungi are one of the most creative groups of
secondary metabolite producers that play important biological roles for human life.
Fungi are among the most important groups of eukaryotic organisms that are well
known for producing many novel metabolites which are directly used as drugs or
function as lead structure for modification. Mulberry (Morus alba L.) is one of the
genus species known to have secondary metabolite compound that can be used as
an antioxidant, antibacterial, antiviral, antidiabetic, antihypertensive, hypolipidemic,
fever, flu, cough, antiemetic and gastrointestinal disorders. This research aimed to
determine antibacterial activity of Mulberry Fungi from the leaves against the
bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Isolation of endophytic fungal
carried by the direct isolation techniques. Isolates which produced as much as 3
isolates the MUR1, MUR2 and MUR3. Further isolates fermented using PDY
medium and extracted using ethyl acetate. The ethyl acetate extract qualitative test
the activity against bacteria Escherechia coli and Staphylococcus aureus. The result
of the antibacteria activity, ethyl acetat extract from fermentation medium PDY of
Mulbery (Morus alba L.) inhibited growth of Escherechia coli and Staphylococcus
aureus at > 12 mm.
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PENDAHULUAN

Endofit secara alami berasal

sebagai sarana produksi antibiotic

untuk keperluan obat dan farmasi,

dari bagian tanaman sehat. Endofit
didefenisikan sebagai mikroorganisme
yang hidup di dalam jaringan tanaman
tanpa menimbulkan efek negatif, dan

bersifat netral.>* Endofit dimanfaatkan

biomassa serta sarana transgenic gen-
gen ketahanan.? Pemanfaatan
mikroba endofit sebagai sumber bahan
baku obat juga akan mengurangi

kerusakan alam yang disebabkan oleh
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penebangan tumbuhan obat dalam
jumlah besar.?®

Daun Murbei (Morus alba L)
mengandung flavanoid, asam amino,
steroid, vitamin, triterpen, sterol,
alkaloid, kumarin, dan asam-asam
organik.” Senyawa tersebut memiliki
kegunaan sebagai antioksidan,
hipolipidemik, antibakteri, antivirus,
emolien, antiinflamasi, antelmentik,
antidiabetes, antiparasit dan antidiare.®

Morus alba dilaporkan memiliki
efek  neuroprotektif, tonik  kulit,
antioksidan, hiperglikemia, antibakteri,
antihipertensi dan anti

hiperglikemia.*??

Beberapa laporan
dan studi membuktikan bahwa sifat
farmakologi karena senyawa polifenol
(stilbenes, oxyresveratrol dan
resveratrol) dan metabolit sekunder
tanaman obat dan mungkin juga
bertanggung jawab untuk potensi
antioksidan  total.>'**™  Menurut
Katsube , pada ekstrak kering daun
murbei memiliki komponen sebagai
antioksidan, yang meliputi rutin,
Isoquercitrin, astragalin dan quercetin-
3-(6-malonil) glukosida, diantaranya
quercetin -3-(6-malonil) glukosida yang
paling banyak terdapat pada ekstrak

kering daun murbei.*®

Hasil penelitian Hastuti
menunjukkan adanya pengaruh
terhadap  Staphylococcus  aureus
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(85%) dan Shigella dysenteriae (95%)
secara  invitro.”*  Penelian  Ali
menunjukkan bahwa ekstrak daun
Murbei (Morus alba L) asal Kab.
Soppeng, Gowa dan Enrekang
memiliki potensi sebagai antibakteri
terhadap bakteri Escherechia coli.*

Oleh karena itu, isolasi fungi
endofit dari Daun murbei (Morus alba
L.) perlu dilakukan untuk
menghasilkan senyawa metabolit yang
memiliki aktivitas sebagai antioksidan
dan penghasil antibiotik.
METODE PENELITIAN
Pengambilan Sampel

Sampel Daun Murbei (Morus
alba L) diperoleh Desa Tajunu,
Kecamatan Donri-donri, Kabupaten
Soppeng Propinsi Sulawesi Selatan.
Sampel tersebut selanjutnya di
determinasi di laboratorium Biologi
Universitas Negeri Makassar.
Pembiakan jamur endofit penghasil
antibiotika

Sampel daun murbei
dibersinkan dan dicuci dengan air
mengalir, lalu dibilas dengan alkohol
70% secara merata di setiap
permukaan. Potongan sampel
disterilkan dengan cara dicuci dalam
larutan NaOCl 1 % selama 1 dan
diulang 2 kali selanjutnya direndam
dengan alkohol 70 % selama 1 menit

diulang 2 kali, lalu potongan sampel
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dikeringkan  diatas tissue  steril.
Potongan sampel lalu ditanam diatas
cawan petri yang berisi medium Potato
Dextrosa Agar Kloramfenikol (PDAC)
lalu diinkubasikan selama 7 hari pada
suhu 25°C.
Identifikasi Isolat Jamur Endofit
Jamur endofit yang telah
diidentifikasi

diinkubasi  kemudian

berdasarkan ciri-ciri  makroskopik.
Pengamatan  ciri-ciri  makroskopik
dengan cara langsung meilhat bentuk
dan warna koloni jamur endofit.
Pemurniaan Jamur Endofit

Jamur diambil sebagian dari
permukaan agar dengan cara diisolasi
pada medium PDA untuk ditumbuhkan
kembali. Hal ini dilakukan juga pada
jamur berbeda yang tumbuh pada
daun murbei tersebut. Pemurnian ini
bertujuan untuk memisahkan koloni
endofit dengan morfologi  untuk
dijadikan isolat tersendiri. Isolat
selanjutnya disimpan pada suhu 25 °C
selama 3 x 24 jam. Apabila masih
ditemukan pertumbuhan koloni yang
berbeda secara makroskopik maka
harus dipisahkan kembali sampai
diperoleh isolat murni
Fermentasi biakan murni

Isolat dibuat prekultur pada
Erlenmeyer 250 ml yang mengandung

75 ml medium cair PDY dan diinkubasi

pada suhu 25°C selama 12 hari sambil
dikocok.
Uji Antagonis Jamur Endofit

Jamur yang telah ditumbuhkan
pada medium PDA kemudian dipotong
berbentuk tabung dengan ukuran +0,5
cm dan diletakkan pada permukaan
media NA yang telah ditanami oleh
bakteri uji. Kemudian diinkubasi
selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C.
Jamur endofit yang positif dapat
menghambat  bakteri uji akan
digunakan untuk uji selanjutnya.
Ekstraksi Senyawa Metabolit

Setelah

12x24 jam,

fermentasi selama

kemudian miselia
dipisahkan dengan media fermentasi
dengan menggunakan kertas saring.
Ekstrak diperolen dengan metode
ekstraksi cair-cair di dalam corong
pisah menggunakan etil-asetat dengan
jumlah sama dengan media
fermentasi. Cairan fermentasi
diekstraksi sebanyak 3 kali dengan
perbandingan 1:1. Dan miselia
diekstraksi dengan metanol. Ekstrak
yang diperoleh diuapkan lalu disimpan
didesikator untuk digunakan pada uiji
selanjutnya.
Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji daya hambat menggunakan
metode difusi agardengan cara

menginokulasikan  secara  merata

biakan bakteri pada permukaan
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medium Nutrient ~ Agar (NA).
Selanjutnya disiapkan paper disk lalu
ditetesi masing-masing 20 pL untuk
setiap perlakuan, lalu dibiarkan sampai
semua pelarut menguap sempurna.
Paper disk yang mengandung ekstrak
dan control diletakkan d permukaan
medium NA yang telah diinokulasikan
bakteri uji. Untuk control positif
digunakan tetrasiklin 30 pg dan control
negative etil asetat. Setelah itu cawan
petri tersebut diinkubasi selama 1x24
jam pada suhu 37°C. Pengamatan
melihat zona

dilakukan  dengan

hambat/zona bening disekeliling paper

disk yang menunjukkan daerah
A ,
{

hambatan pertumbuhan bakteri. Setiap
perlakuan diulang sebanyak tiga kali.
HASIL PENELITIAN DAN
PEMBAHASAN

Hasil isolasi jamur endofit dari
Daun Murbei (Morus alba)
menghasilkan 3 isolat. Isolat diperoleh
setelah inkubasi selama 5-7 hari
menggunakan medium PDAC (Potato
Dextrosa Agar Chloramphenikol).
Berdasarkan pengamatan
makroskopik isolat yang dihasilkan
memiliki ciri yang berbeda yakni warna
dan bentuk koloni jamur. Hasil isolat
tersebut terlihat pada gambarl dan

tabel 1.

Gambar 1. Pertumbuhan koloni Fungi Endofit pada hari ke-5. A: Sampel daun,

B: Hifa Fungi

70



Pemanfaatan jamur endofit dari daun murbei (Morus alba L.) sebagai antibiotik

Tabel 1. Hasil Pengamatan makroskopik ke tiga jenis isolat fungi endofit daun
murbei (Morus alba L.) pada hari ke-5.

Kode Isolat Gambar Koloni Fungi Ciri Makroskopik

Warna koloni putih,
pertumbuhan koloni tebal dan
rata, bagian tepi rata, bagian

permukaan halus dan berbulu,
bagian tengah terdapat titik yang
akan menonijol.

Murl

Warna koloni hitam- keabuan,
bagian tepi berwarna putih,
pertumbuhan koloni tipis, bagian
permukaan halus, serta pada
medianya berwarna merah.

Mur2

Warna koloni coklat,
pertumbuhan koloni tebal,
bagian tepi coklat dan berbulu,
bagian permukaan halus dan
bagian tengah terdapat titik yang
menonjol berwarna coklat.

Mur3

Tabel 2. Hasil pengujian antagonis isolat fungi endofit dari Morus alba L. terhadap
pertumbuhan mikroba uji

Hasil
Isolat — -
Eschericia coli Stapylococcus aureus
Mur 1 - -
Mur 2 - -
Mur 3 + +
Keterangan :

(+) = Terbentuknya zona bening
(-) = Tidak terbentuk zona bening
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Pemurnian isolat jamur dari
Morus alba L. dilakukan untuk
menghasilkan isolat murni sehingga
kontaminasi saat proses fermentasi
dapat dihindari. Isolat murni tersebut
diuji antagonis dengan menggunakan

coli, dan Stapylococcus aureus. Uji

antagonis  merupakan uji  untuk
mengetahui aktivitas langsung
terhadap organisme uji dan
menyeleksi isolat yang memiliki
aktivitas antimikroba.

Hasil pengujian isolat

menunjukkan bahwa hanya terdapat 1
isolat yang aktif dengan diameter zona
hambat 33.8 mm dan 2 isolat yang
tidak aktif. Hal ini kemungkinan
dipengaruhi oleh kemampuan difusi
dari zat aktif. Kemampuan berdifusi
dipengaruhi olen waktu predifusi
(preinkubasi), suhu inkubasi,
ketebalan lempeng agar, populasi
mikroorganisme dan konsentrasi kritis
zat aktif.

Isolat murni yang dihasilkan dari
peremajaan jamur tersebut,
selanjutnya difermentasi. Fermentasi
yang dilakukan menggunakan sistem
batch artinya semua nutrisi yang
dibutuhkan

pertumbuhan dan

mikroba selama
pembentukan
produk berada di dalam satu
fermentor. Jadi tidak ada penambahan

bahan atau pengambilan hasil selama
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fermentasi berlangsung. Keuntungan
sistem ini adalah mudah, sederhana,
dan kecil kemungkinan adanya
kontaminasi. Fermentasi dilakukan
bantuan

dengan pengocokan

merupakan  metode pemanfaatan
medium oleh mikroorganisme yang
hasilnya lebih efisien, mempercepat
pertumbuhan serta pertumbuhannya
lebih  homogen. Perubahan warna
yang terjadi pada saat inkubasi
menunjukkan adanya proses
fermentasi yang dilakukan oleh isolat
fungi endofit dimana perubahan ini
menunjukkan metabolit sekunder telah
diproduksi.'” Fermentasi dilakukan
selama 12 hari dikarenakan menurut
penelitian Huang, Y, bahwa

diperkirakan produksi senyawa
metabolit sekunder dari fungi endofit
terjadi antara hari ke-11 dan hari ke-
12. Fermentasi dilakukan dengan
pengocokan yang berguna untuk
memperoleh hasil yang lebih efisien,
mempercepat pertumbuhan dan
pertumbuhannya lebih homogeny.*
Hasil fermentasi disaring untuk
memisahkan misellia dan cairan
fermentasi. Cairan fermentasi,
diekstraksi 3 kali menggunakan pelarut
etil asetat (1:1 v/v) dalam corong
pisah. Etil asetat digunakan sebagai
karena

pengekstraksi merupakan

pelarut organik yang sangat baik
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menarik  senyawa-senyawa  yang
berpotensi sebagai antibakteri.?
Ekstrak yang diperoleh selanjutnya
diuapkan dan disimpan  untuk
dilakukan pengujian. Adapun hasil
ekstrak yang diperoleh untuk Murl
yaitu 70 mg, Mur2 yaitu 100 mg dan
Mur3 yaitu 90 mg.

Ekstrak yang diperoleh diuji
aktivitas antibakteri terhadap
Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus. Hasil pengujian menunjukkan
bahwa isolat fungi endofit aktif
menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus dengan diameter rata-rata
zona hambat >12 mm. secara umum
faktor-faktor ~yang  mempengaruhi
ukuran zona hambat yaitu preparasi
larutan uji, aplikasi larutan uji ke kertas
cakram, ketebalan lempeng agar,
konsentrasi inokulum, suhu dan waktu
inkubasi.®
KESIMPULAN

Dari hasil penelitian maka dapat
disimpulkan bahwa Isolat jamur
endofit memiliki aktivitas antibakteri
dengan diameter zona hambat rata-
rata >12 mm.
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