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Digestive tract infection is still a significant health problem in Indonesia, it
caused by pathogenic bacteria. Kasumba turate (Carthamus tinctorius L.)
is a medicinal plant that empirically used as measles drug with several
compounds such as flavonoids, quinocalcones, polyacetylenes,
alkaloids, fatty acids, steroids, proteins and polysaccharides and
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) leaves are believed to have
antimicrobial activity against several microbes pathogens such as E.coli
and S.aureus. This research was conducted to determine endophytic
fungi isolates from kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) leaves that
can provide activity against bacteria that cause digestive tract infections
seen from the bioautography profile determination. Three endophytic
fungi isolated from kasumba turate (Carthamus tinctorius L.) leaves were
purified and observe macroscopically. After purification an antibacterial
screening test was conducted by observing the inhibition zone of each
isolate; the isolate with largest inhibition zone is IFEDKT-03. Isolates were
fermented for 21 days, mycelia and supernatant were separated, and
extraction was performed. The endophytic fungi extract of kasumba turate
(Chartamus tinctorius L.) leaves has antibacterial activity against
Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, and Vibrio
cholera as indicated by Rf values of 0.23, 0.41, 0.49, 0.56, 0.70 and 0.76
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PENDAHULUAN
Penyakit

permasalahan vyang sering terjadi

infeksi

International License.

beberapa mikroorganisme yang masuk ke

merupakan dalam tubuh?. Infeksi yang sering terjadi

dan berasal dari bakteri dengan menyerang

tertinggi dari berbagai penyakit lainnya di
Indonesia. Dalam pengobatan penyakit ini
paling banyak digunakan antibiotik dalam
proses penyembuhannya'. Infeksi saluran

pencernaan dapat terjadi akibat invasi dari

sistem pencernaan seperti lambung, usus
halus dan usus besar®. Penyebab kematian
infeksi  saluran

di Indonesia akibat

pencernaan dengan proporsi kematian

untuk seluruh kelompok umur 3,5%, berada
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dalam urutan 13 dari 22 penyebab kematian
baik penyakit menular ataupun tidak
menular. Jika dikelompokkan penyakit
menular maka meningkat sebesar 13,2%
dan berada pada urutan ke 4 dari 10

penyebab kematian®.

Maraknya kasus infeksi menyebabkan
pemakaian antibiotik meningkat dan
terjadinya penggunaan yang tidak rasional di
kalangan masyarakat sehingga timbul
resistensi antibiotik®. Antibiotik memiliki
kemampuan untuk mengatasi maupun
mencegah penyakit infeksi sehingga
termuat wacana World Health Organization
(WHO) dalam upaya mengembangkan obat
baru dalam penanganan resistensi yang

marak terjadi®.

Selama beberapa dekade terakhir ini,
telah banyak penelitian yang menemukan
senyawa metabolit sekunder dari fungi
endofit tanaman. Senyawa tersebut dapat
dijadikan sebagai kandidat antibiotik baru,
senyawa antibakteri yang diproduksi oleh
fungi endofit bersifat ramah lingkungan,
toksik bagi patogen, namun tidak

membahayakan manusia’.

Pada jaringan tanaman obat, fungi
endofit juga dapat menghasilkan senyawa
yang memiliki khasiat setara dengan
tanaman inangnya, walaupun jenis senyawa
yang dihasilkan adalah berbeda. Bahkan,
senyawa yang dihasilkan fungi endofit

mempunyai aktivitas biologis yang lebih

besar dibandingkan aktivitas senyawa dari

tanaman inangnya®.

Attia et al menyatakan bahwa minyak
esensial kasumba turate (Carthamus
tinctorius L.) pada akar dan daun memiliki
aktivitas antimikroba terhadap Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Micrococcus luteus, Salmonella enterica,
Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas

campestris, Bacillus subtilis dan Bacillus

cereus®.

Berdasarkan uraian di atas, hal ini
yang mendasari penulis akan melakukan
penelitian tentang uji aktivitas antibakteri
ekstrak fungi endofit daun kasumba turate
(Carthamus tinctorius L.) asal galesong
terhadap infeksi saluran pencernaan.
METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan yang digunakan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu alat-alat gelas, autoklaf
(SMIC® model YX-280 B), cawan petri
(Normax®), corong pisah (lwaki’), gelas
erlenmeyer 250 dan 1000 mL (lwaki°), gelas
kimia 250 dan 1000 mL (lwaki®), inkubator
(Memmert®), lampu spiritus, lampu UV 254
dan 366 nm (Philips’), oven (Memmert®),
shaker, timbangan analitik (Chyo"),
chamber, pinset, pipa kapiler, spoit,
spatula, ose bulat, ose lurus dan vial.
Bahan-bahan yang digunakan pada
penelitian ini yaitu daun kasumba turate

(Carthamus tinctorius L.), biakan bakteri uji
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Escherichia coli (ATCC 25922), Vibrio
cholera (ATCC 14035), Shigella dysentriae
(ATCC 13313), Salmonella typhi (NCTC 786),
aquadest, metanol, kloroform, etanol 70%,
lempeng KLT, etil asetat, kloramfenikol,
larutan NaCl 0,9%, medium Nutrient Agar
(NA), medium Potato Dextrosa Agar (PDA)
dan Maltosa Yeast Broth (MYB).

Isolasi fungi endofit

Sampel daun kasumba turate
(Carthamus tinctorius L.) dalam kondisi
segar dicuci menggunakan air mengalir
sampai bersih, kemudian dipotong dengan
ukuran kurang lebih 1x1 cm?, lalu dilakukan
sterilisasi permukaan. Potongan sampel
direndam dengan etanol 70% selama 60
detik, dibilas menggunakan aquadest steril
dan diletakkan pada permukaan medium
PDA yang telah dicampur kloramfenikol.
Setelah itu diinkubasi selama tiga hari pada

suhu ruangan'®.

Pemurnian Kultur Fungi Endofit dan
Pemeriksaan Makroskopik

Pemurnian dilakukan dengan
memindahkan isolat yang tumbuh pada
cawan petri baru berisi medium PDA
menggunakan jarum ose, kemudian
diinkubasi selama 3 - 5 hari pada suhu
ruangan. Pemurnian dilakukan sampai
diperoleh isolat fungi murni yang tunggal™.
Koloni isolat fungi endofit murni yang
tumbuh dapat diidentifikasi berdasarkan

ciri-ciri makroskopik. Pengamatan

dilakukan dengan melihat langsung warna

dan bentuk koloni yang tumbuh®'.

Uji skrining antibakteri dari isolat fungi
endofit daun kasumba turate
Fungi endofit dipotong dengan ukuran

kurang lebih 1x1 cm?

kemudian
ditempatkan pada permukaan cawan petri
yang berisikan medium NA yang berisi
suspensi bakteri uji yaitu Escherichia coli,
Vibrio cholera, Shigella dysentriae dan
Salmonella typhi. Setelah itu, diinkubasi

pada suhu 37°C selama 1x24 jam lalu

diamati zona hambat yang terbentuk’.

Produksi dan ekstraksi sampel fungi
endofit

Fungi endofit dengan zona hambat
besar difermentasi dengan menggunakan
medium MYB. Endofit tersebut diambil
menggunakan ose dan dimasukkan ke
dalam erlenmeyer yang berisi 1000 mL MYB,
selanjutnya dilakukan fermentasi dengan
menggunkan rotary shaker 250 rpm
(putaran/menit) pada suhu ruangan selama
21 hari'. Hasil fermentasi disaring untuk
memisahkan misella dan supernatan.
Supernatan diekstraksi dengan pelarut etil
asetat dalam corong pisah. Ekstrak yang
diperoleh kemudian diluapkan dan akan

digunakan pada uji aktivitas antibakteri™.

Uji aktivitas antibakteri isolat IFEDKT-03
Identifikasi secara Kromatografi Lapis
Tipis (KLT)

Ekstrak fungi endofit daun kasumba

turate (Carthamus tinctorius L.) selanjutnya
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diidentifikasi dengan KLT menggunakan
campuran eluen kloroform : metanol (12:1).

Kemudian ekstrak fungi endofit ditotolkan

pada lempeng KLT wukuran 7x1 cm
menggunakan pipa kapiler. Kemudian
dielusi menggunakan eluen dan

dimasukkan kedalam chamber. Lempeng
kemudian dikeluarkan dari chamber lalu
diangin-anginkan sehingga cairan
pengelusinya menguap. Kromatogram yang
dihasilkan selanjutnya diamati bercaknya
dibawah sinar UV pada panjang gelombang
254 nm dan 366 nm diberi tanda dan
dihitung nilai Rf nya'®.
Pengujian secara KLT - bioautografi

Hasil identifikasi KLT dengan eluen

yang terbaik dilanjutkan dengan uji KLT -

bioatugrafi dengan cara cawan petri
dituangkan medium NA sebanyak 10 mL
yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji
sebanyak 0,2 mL lalu dihomogenkan,
lempeng KLT yang telah dielusi selanjutnya
diletakkan diatas permukaan medium agar
yang telah diinokulasikan dengan mikroba
uji lalu dibiarkan selama 60 menit. Setelah
itu lempeng diangkat, dikeluarkan dan
diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu

37°C lalu diamati bercak yang memberikan

aktivitas penghambat terhadap
pertumbuhan pada bakteri uji'®.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kasumba turate (Carthamus
tinctorius L.) merupakan salah satu

Tabel 1. Hasil uji makroskopik isolat fungi endofit daun kasumba turate (Carthamus

tinctorius L.)

Pemeriksaan Makroskopik

Kode Isolat

Foto Isolat Warna Bentuk koloni Tepi Elevasi
IFEDKT-01 Cokelat,  Round Wt ilate Flat
abu-abu radiating margin
IFEDKT-02 Cokelat, L-form Wooly ~ Umbonat
putih e
IFEDKT-03 Cokelat Concentric Wavy zrate”for

Keterangan: IFEDKT-01 = Isolat Fungi Endofit Daun Kasumba Turate — 01, IFEKDT-02 = Isolat Fungi Endofit Daun
Kasumba Turate - 02, IFEDKT-03 = Isolat Fungi Endofit Daun Kasumba Turate - 03
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Tabel 2.

tinctorius L.)

Hasil uji skrining isolate fungi endofit daun kasumba turate (Carthamus

Diameter zona hambat (mm)

Kode Isolat

E. coli S. dysenteriae S. typhi V. cholerae
IFEDKT-01 20,52 15,26 0 18,84
IFEDKT-02 17,21 11,49 0 15,91
IFEDKT-03 25,51 11,12 0 20,53

tanaman obat diketahui memiliki beberapa
senyawa vyang dapat diisolasi seperti
flavonoid, quinokalkon, poliasetilen,
alkaloid, asam lemak, steroid, protein dan
polisakarida'®.

Penelitian ini  bertujuan  untuk
memperoleh ekstrak fungi endofit daun
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.)
dengan senyawa yang memiliki aktivitas
sebagai antibakteri terhadap infeksi saluran
pencernaan. Isolasi dilakukan untuk
memperoleh isolat murni fungi endofit
menggunakan PDA dengan tambahan
kloramfenikol. Penambahan kloramfenikol
bertujuan untuk membunuh bakteri
sehingga yang tumbuh adalah isolat murni
fungi'’. Isolat yang diperoleh selanjutnya
dilakukan  pemurnian dengan tujuan
memisahkan koloni fungi dari kontaminasi
fungi lainnya'. Fungi endofit yang telah
dimurnikan dilakukan pengamatan secara
makroskopik berupa bentuk koloni, tepi
koloni, elevasi koloni dan warna koloni'®.
Hasil pengamatan makroskopik dapat
dilihat pada tabel 1.

Setelah pengamatan makroskopik

dilakukan dilanjutkan dengan uji skrining

fungi endofit terhadap bakteri Escherichia
coli. Shigella dysenteriae, Salmonella typhi,
dan Vibrio cholera. Dengan cara 3 isolat
diinokulasi pada medium NA yang masing-
masing telah diinokulasikan bakteri uji
dengan transmitan kekeruhan 25%, setelah
itu diamati aktivitasnya. Hasil uji skrining
fungi endofit daun kasumba turate
(Carthamus tinctorius L.) dapat dilihat pada
tabel 2.

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari
uji skrining antibakteri fungi endofit dari
daun kasumba turate (Carthamus tinctorius
L.) terhadap empat bakteri uji didapatkan
zona hambat tertinggi yang dihasilkan oleh
IFEDKT-03, zona hambat yang dibentuk
lebih dari 10 mm dan 20 mm, dengan zona
hambat tersebut |FEDKT-03 termasuk
dalam kategori kuat karena dominan daya
hambat yang dihasilkan lebih dari 20 mm.
Zona hambat merupakan tempat
terhambatnya pertumbuhan bakteri akibat
senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh
isolat fungi endofit. Zona hambat
diklasifikasikan berdasarkan kuat lemahnya
daya hambatyangdihasilkan olehisolat, jika

diameter lebih dari 20 mm berarti kuat, 16-
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Tabel 3. Hasil pengujian aktivitas antibakteri IFEDKT-03 secara KLT - bioautografi dengan eluen

kloroform : metanol (12:1)

Warna pada penampak bercak

No. Rf UV 254 nm UV 366 nm Bakteri uji
0,76

1. 0,49 Hijau pekat Ungu berpendar Escherichia coli
0,09
0,70

2. 0,41 Hijau pekat Ungu berpendar Shigella dysenteriae
0,16
0,56 . .

3. 0.23 Hijau pekat Ungu berpendar Salmonella typhi
0,92 . _

4, 0,49 Hijau pekat Ungu berpendar Vibrio cholerae

20 mm berarti sedang, 10-15 mm berarti
lemah dan kurang 10 mm tidak memiliki
daya hambat®.

Isolat murni dengan zona hambat
paling besar yaitu IFEDKT-03 dilanjutkan ke
tahap fermentasi, dimana pada tahap ini
isolat murni dimasukkan dalam MYB dan
dishaker selama 21 hari. Tujuan dishaker
untuk mempercepat mikroba menghasilkan
metabolit sekunder dan mencapai fase
stasioner. Pada fase ini nutrisi mulai
berkurang

sehingga mikroorganisme

berusaha mempertahankan hidupnya
dengan cara menghasilkan metabolit
sekunder yang bersifat toksik bagi
mikroorganisme lain yang disebut
antibiotika. Sedangkan tujuan penggunaan
MYB karena media ini mengandung ekstrak
yeast sebagai sumber protein, maltosa dan
dekstrosa sebagai sumber karbon dan
pepton sebagai sumber asam amino, yang
dibutuhkan dalam pertumbuhan dan

metabolisme mikroorganisme. Supernatant

hasil fermentasi diekstraksi dengan pelarut
etil asetat sehingga diperoleh ekstrak
fermentat isolat fungi endofit?’. Tujuan
penggunaan pelarut etil asetat karena dapat
menarik senyawa-senyawa yang bersifat
polar dan non-polar?2,

Ekstrak fungi endofit dilanjutkan
dengan KLT - bioautografi. KLT - bioautografi
adalah  pengujian untuk mengetahui
senyawa kimia yang memberi aktivitas
antibakteri dari ekstrak fungi endofit daun
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.).
metode yang digunakan dalam KLT -
bioautografi ialah metode kontak vyaitu
menempelkan lempeng KLT pada
permukaan medium yang telah
diinokulasikan dengan bakteri uji. Eluen
yang digunakan adalah kloroform dan
metanol dengan perbandingan (12:1)%.

Hasil dari uji aktivitas antibakteri
ekstrak fungi endofit daun kasumba turate

(Carthamus tinctorius L.) secara KLT -

bioautografi dapat dilihat pada tabel 3
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Berdasarkan pada tabel 3 Aktivitas
antibakteri ditandai dengan timbulnya zona
hambat pada permukaan medium tempat
bercak tersebut terdifusi. Nilai Rf yang
memenuhirange nilai Rf yang baik yaitu 0,20
- 0,80%. Berdasarkan hasil pengujian yang
dilakukan dengan KLT - bioautografi diatas
diperoleh hasil ekstrak fungi endofit daun
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.)
memiliki

potensi menghambat

pertumbuhan bakteri Escherichia coli,
Shigella dysenteriae, Salmonella typhi dan
Vibrio cholera.
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari
penelitian yang telah dilakukan, maka dapat
disimpulkan bahwa hasil pengujian KLT -
bioautografi ekstrak fungi endofit daun
kasumba turate (Carthamus tinctorius L.)
memiliki aktivitas sebagai antibakteri karena
dapat menghambat bakteri Escherichia coli,
Salmonella thypi, Shigella dysenteriae dan
Vibrio cholera dengan nilai Rf bercak aktif
yaitu 0,23, 0,41,
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