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Bidara root (Ziziphus mauritiana Lam.) has activity as an antibacterial
against digestive tract infections. This study aims to determine the
antibacterial activity of isolate IFAZ-6 endophytic fungi of bidara root
against bacteria that cause digestive tract infections using the TLC-
Bioautography method. Purification was conducted on the active isolate
IFAZ-6 to obtain a pure endophytic fungi isolate. Subsequently,
macroscopic and microscopic observations were carried out. Then,
fermentation was performed in MYB (Maltose Yeast Broth) medium for 21
days. Screening and evaporation were conducted to produce an extract.
The obtained extract was subjected to TLC analysis using a chloroform:
methanol eluent (7:1). The TLC-Bioautography test was conducted
against Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella dysentriae, and Vibrio
cholerae bacteria. The TLC identification results showed one spot with an
Rfvalue of 0.80 for the IFAZ-6 isolate. The chromatogram profile obtained
from the TLC-Bioautography method for the IFAZ-6 isolate demonstrated
antibacterial activity against bacteria that cause digestive tract infections.
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PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan penyakit yang

International License.

disebabkan bakteri Vibrio cholerae®*®,

Penyakit infeksi dapat diobati dengan

disebabkan oleh virus, bakteri, jamur atau
parasit'. Salah satu jenis infeksi yang banyak
terjadi dimasyarakat yaitu penyakit infeksi
saluran pencernaan?. Beberapa jenis infeksi
saluran pencernaan yaitu disentri yang
disebabkan bakteri Shigella dysentriae,

diare yang disebabkan oleh bakteri
Escherichia coli, tipes yang disebabkan oleh

bakteri Salmonella typhi, dan kolera yang

menggunakan antibiotik’.

Penggunaan antibiotik dapat memicu
banyaknya permasalahan yang muncul
seperti penggunaan antibiotik yang tidak

tepat, tidak sesuaiindikasi, dan penggunaan

antibiotik tanpa resep dokter®.
Permasalahan tersebut dapat
menyebabkan resistensi antibiotik®.
Resistensi antibiotik merupakan suatu
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kondisi dimana bakteri tidak merespon
terhadap antibiotik yang diberikan sehingga
pengobatan antibiotik pada dosis terapi
tidak mampu mengobati infeksi'®. Kejadian
resistensi menyebabkan pemilihan
antibiotik menjadi berkurang sehingga
pemilihan terapinya terbatas dalam
mengobati  penyakit infeksi''.  Untuk
mengatasi masalah resistensi tersebut,
sudah banyak peneliti yang
mengembangkan senyawa antibiotik dari
bahan alam melalui tumbuhan'.

Beberapa tumbuhan dapat digunakan
sebagai sumber antibakteri. Salah satunya
yaitu tanaman bidara (Ziziphus mauritina
Lam.). Tanaman bidara memiliki senyawa
metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin,
fenol, dan saponin'®, Berdasarkan
penelitian yang dilakukan Rafika pada tahun
2017 senyawa tanin, fenol, saponin
berperan memberikan aktivitas
antibakteri'. Senyawa yang memiliki
aktivitas antibakteri dari tanaman dapat
diperoleh salah satunya dengan cara
mengisolasi fungi endofit dari tanaman
tersebut™.

Fungi endofit merupakan fungi yang hidup
dalam jaringan tanaman (inang) yang dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan tanaman inangnya'®. Hal
tersebut disebabkan oleh transfer genetik
antara jamur endofit dan tanaman
Berdasarkan

inangnya'’. penelitian

sebelumnya yang dilakukan oleh Imelyani

Amba Tulak 2017, terkait dengan isolasi
fungi endofit dari daun bidara menghasilkan
isolat IJDB-2 yang memiliki aktivitas paling
baik terhadap bakteri Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Shigella
dysentriae,  Staphlococcus epidermis,
Salmonella typhi, Vibrio cholerae, dan
Pseudomonas aeruginosa’®.

Berdasarkan uraian diatas, hal inilah yang
mendasari dilakukannya penelitian tentang
potensi isolat fungi endofit dari akar bidara
sebagai antibakteri terhadap bakteri
penyebab infeksi saluran pencernaan
menggunakan metode KLT-Bioautografi.
METODE PENELITIAN

Alat dan bahan

Alat yang digunakan pada penelitian
ini yaitu Alat-alat gelas, autoklaf (SMIC’
Model YX-280 B), cawan petri (Normax’),
gelas erlenmeyer 250, 500 dan 1000 mL
(Iwaki Pyrex), gelas kimia 250, 500 dan 1000
mL (lwaki Pyrex), Laminar Air Flow (LAF),
inkubator (Memmert®), shaker, chamber,
pipa kapiler, lampu spiritus, lampu UV 254
nm dan UV 366 nm (Philips), ose bulat, ose
lurus, jarum preparat, oven (Memmert),
shaker, timbangan analitik (Chyco®), pinset,
tabung reaksi, vial, object glass, dan dec
glass.

Bahan yang  digunakan pada
penelitian ini yaitu aquadest steril, lempeng
gel 60 Fus4, etil asetat, kloroform, metanol,
H.SO. 10%, larutan NaCl 0,9%, medium

Nutrient Agar (NA), medium Potato Dextrosa
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Agar (PDA), medium Maltosa Yeast Broth
(MYB), medium Mueller Hinton Agar (MHA),
kloramfenikol, bakteri uji Escherichia coli
(ATCC 25923), Salmonella thypi (NCTC 786),
Shigella dysentriae (ATCC 13313), Vibrio
cholerae (ATCC 14035), dan sampel yang
digunakan yaitu isolat fungi endofit akar
bidara dengan kode IFAZ-6.
Pemurnian dan makroskopik

Permurnian dilakukan dengan cara
pemindahan isolat fungi endofit yang
tumbuh ke media PDA yang baru, kemudian
diinkubasi selama 3-5 hari pada suhu ruang.
Pemurnian dilakukan sampai diperoleh
isolat fungi murni yang tunggal'®.
Selanjutnya dilakukan analisis secara
makroskopik. Pemeriksaan makroskopis
dilakukan secara langsung. Karakteristik
makroskopis yaitu warna permukaan koloni,
warna sebalik koloni, elevasi (tinggi koloni),
margin (tepi koloni), dan konfigurasi (bentuk
koloni)®.
Mikroskopik

Pemeriksaan mikroskopis secara
tidak langsung dilakukan dengan
menggunakan metode slide culture.
Disediakan cawan petri steril kemudian
diletakkan batang penyangga dicawan petri
dan diletakkan kaca preparat steril diatas
batang penyangga. Biakan fungi diambil
dengan jarum ose steril kemudian dioleskan
dipermukaan dan diseluruh sisi media PDA
kemudian ditutup dengan cover glass steril.

Sampel diinkubasi selama 5-7 hari dengan

suhu 25°C. kemudian diamati dengan
mikroskop dengan perbesaran 10 x, 40 x dan
100 x?'. Karakteristik mikroskopis yaitu ada
atau tidaknya sekat pada hifa dan spora®.
Fermentasi isolat

Fermentasi fungi endofit dilakukan
dengan fermentasi cair menggunakan
media MYB. Koloni murni fungi endofit yang
telah diinkubasi selama 3-5 hari, diambil 4
potongan biakan jamur berukuran =1 cm
menggunakan ose bulat. Potongan jamur
tersebut kemudian dimasukkan ke dalam
prekultur pada erlenmeyer yang berisi 100
mL medium MYB dan diinkubasi pada suhu
ruang selama 3 hari. Kemudian prekultur
(starter) dipindahkan ke dalam erlenmeyer
yang berisi 600 mL MYB. Selanjutnya
dilakukan fermentasi menggunakan rotary
shaker dengan kecepatan 200 rpm pada

suhu ruang selama 21 hari®,

Ekstraksi
Hasil dari fermentasi berupa
fermentat ditambahkan etil asetat

perbandingan 1 : 1. Selanjutnya dishaker
selama 2 x 24 jam. Lalu disaring untuk
memisahkan pelarut etil dengan fermentat
dan diulangi sampai diperoleh pelarut etil
yang jernih. Kemudian diuapkan dengan
Rotavapor hingga diperoleh ekstrak dan
akan digunakan pada uji aktivitas
antibakteri®.

Penyiapan dan Pembuatan suspensi

bakteri uji
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Bakteri diambil dari biakan masing-
masing satu ose, kemudian diinokulasikan
pada medium NA miring dengan
menggoreskan ose dari bawah ke atas
dengan gerakan zigzag sepanjang
permukaan agar. Masing-masing bakteri
diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu
37°C. Setelah itu, dapat digunakan sebagai
bakteri uji**. Bakteri uji hasil peremajaan
disuspensikan menggunakan larutan NaCl
fisiologis 0,9% kemudian diukur
kekeruhannya menggunakan
spektrofotometer sampai diperoleh nilai
tingkat kekeruhan 25% Transmittan, pada
panjang gelombang 580 nm yang akan
digunakan dalam uji antibakteri dan larutan
NaCl fisiologis 0,9% digunakan sebagai
blanko'.

Pemisahan secara Kromotografi Lapis
Tipis (KLT)

Lempeng KLT yang akan digunakan
diaktifkan terlebih dahulu dengan
pemanasan dalam oven pada suhu 100°C
selama 30 menit. Kemudian ekstrak
dilarutkan dengan kloroform : metanol (1 :
1). Kemudian ditotolkan pada lempeng KLT
dengan ukuran 7 x 1 cm dengan
menggunakan pipa kapiler dan dielusi
menggunakan eluen kloroform : metanol (7 :
1), lempeng dimasukkan kedalam chamber,
kemudian biarkan sampai terelusi secara
sempurna. Lempeng dikeluarkan dari

chamber dan diangin-anginkan sampai

cairan pengelusinya menguap. Selanjutnya

kromatogram yang dihasilkan diamati noda
yang tampak pada lempeng KLT dibawah
sinar UV dengan panjang gelombang 254 nm
dan 366 nm serta penyemprotan H,SO,
10%*.
Pengujian secara KLT-Bioautografi

Setelah dilakukan uji identifikasi
secara Kromatografi Lapis Tipis (KLT),
selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas
antibakteri menggunakan metode KLT-
Bioautografi. Medium MHA 10 mL
diinokulasikan dengan suspensi bakteri uji
sebanyak 0,2 mL kemudian dituang ke
dalam cawan petri dilakukan secara
aseptis. Setelah medium memadat,
lempeng KLT yang telah dielusi diletakkan
diatas permukaan medium MHA dan
dibiarkan selama 30 menit. selanjutnya
lempeng (kromotogram) diangkat dan
dikeluarkan dari medium. Kemudian
dilakukan inkubasi selama 1 x 24 jam pada
suhu 37°C dan diamati bercak yang
memberikan aktivitas penghambatan
terhadap pertumbuhan bakteri uji®.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini  dilakukan  untuk
mengetahui aktivitas dari isolat fungi endofit
akar bidara (Ziziphus mauritiana Lam.)
sebagai antibakteri terhadap bakteri
penyebab infeksi saluran pencernaan
dengan menggunakan metode  KLT-
Bioautografi. Pengujian aktivitas antibakteri

merupakan suatu metode yang digunakan
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Tabel 1. Hasil Pemurnian dan Pemeriksaan Makroskopik Isolat Fungi Endofit Akar Bidara
(Ziziphus mauritiana Lam.)

S:g'ndpeel Bentu!( Bentl.Jk Bentuk. pe‘r,:?t:E:an Warna sel?alik
koloni tepi elevasi koloni koloni

IFAZ-6 Rhizoid Confex Branching Putih Putih, kuning

Keterangan : IFAZ-6: Isolat fungi akar bidara-6, Rhizoid : tumbuh menyebar, Confex: cembung, Branching:
Bercabang

untuk melihat potensi suatu senyawa yang dilakukan oleh Khusnul Annisa (2023)%.
dapat berperan sebagai antibakteri'®. Selanjutnya dilakukan pemeriksaan

Penelitian ini menggunakan koleksi mikroskopik. Tujuan dilakukan pemeriksaan
isolat fungi endofit dari akar bidara dengan mikroskopik untuk mengetahui
kode IFAZ-6 dari Laboratorium Mikrobiologi karakterisasi isolat seperti hifa dan spora.
Farmasi Universitas Muslim Indonesia yang Hifa adalah struktur berbentuk benang yang
dilakukan bersaman dengan Khusnul merupakan unit dasar tubuh jamur. Spora
Annisa (2023)%. Isolat fungi endofit adalah struktur reproduktif pada jamur yang
dilakukan pemurnian dan pemeriksaan berperan dalam penyebaran dan reproduksi
makroskopik. Tujuan dilakukan pemurnian pada jamur?”. Hasil pemeriksaan uiji
untuk memperoleh isolat murni yang mikroskopik dapat dilihat pada tabel 2.
tunggal'®. Hasil pemurnian dan Fungi endofit yang telah murni
pemeriksaan makroskopik dapat dilihat dilakukan proses fermentasi dengan
padatabel 1. membuat prekultur (starter) terlebih dahulu.

Berdasarkan Tabel 1 hasil pemurnian Tujuan dilakukan proses fermentasi untuk
dan pemeriksaan makroskopik diperoleh memperoleh ekstrak yang mengandung
karakteristik dari isolat IFAZ-6. Hasil senyawa metabolit sekunder dari isolat
pemeriksaan makroskopik dilakukan fungi endofit. Prekultur digunakan dalam
dengan cara melihat langsung karakteristik fermentasi untuk mempercepat fase lag.
koloni seperti warna, bentuk, elevasi (tinggi Fase lag merupakan waktu untuk fungi
koloni), dan margin (tepi koloni). Hasil ini endofit beradaptasi dengan lingkungan yang
sesuai dengan penelitian yang telah baru agar dapat menghasilkan metabolit

Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Mikroskopik Isolat Fungi Endofit Akar Bidara (Ziziphus mauritiana

Lam.)
Kode Sampel Hifa Spora
IFAZ-6 Tidak bersekat Ada

Keterangan : IFAZ-6 = Isolat fungi akar bidara-6
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yang optimal selama fermentasi®.
Selanjutnya prekultur dipindahkan ke dalam
erlenmeyer yang berisi medium MYB.
Penggunaan medium MYB karena media ini
memiliki kandungan sumber nitrogen
seperti pepton, ekstrak ragi dan sumber
karbon seperti maltosa yang memberikan
kondisi optimal untuk pertumbuhan fungi
dalam fermentasi®®. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Khusnul Annisa
diperoleh data bahwa kurva pertumbuhan
miselia fungi endofit tanaman bidara yaitu
hari ke-21 karena waktu ini terjadi fase
stasioner. Pada fase ini jumlah nutrisi dan
ruang pertumbuhan menjadi terbatas
sehingga mikroorganisme berusaha
bertahan hidup dengan memproduksi

metabolit sekunder®®. Fermentat yang

maupun non-polar dan mudah dipisahkan
dengan cairan MYB®*°,

Identifikasi Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) merupakan salah satu metode yang
digunakan untuk melakukan pemisahan
senyawa yang didasarkan pada senyawa
yang hendak dipisahkan terhadap fase diam
atau fase gerak yang digunakan. Ekstrak
dielusi dengan eluen kloroform : metanol (7
: 1). Hasil identifikasi KLT pada isolat IFAZ-6
terdapat 1 bercak dengan nilai Rf 0,80.
Setelah dilakukan uji identifikasi secara KLT,
selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas
antibakteri isolat IFAZ-6 secara KLT-
Bioautografi untuk mengetahui adanya
komponen kimia yang memberikan aktivitas
sebagai antibakteri. Hasil pengujian

aktivitas antibakteri isolat IFAZ-6 secara

Tabel 3. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Isolat Fungi Endofit Akar Bidara (Ziziphus
mauritiana Lam.) Secara KLT-Bioautografi dengan kode IFAZ-6

Warna pada penampak

Jumlah - Bakteri uji yang
Kode bercak Nilai Rf dihambat bercak
UV 254 nm UV 366 nm
E. coli,
IFAZ-6 1 0,80 O PN Hijau Ungu

S. dysentriae,

dan V. cholerae

Keterangan : IFAZ-6 = Isolat fungi akar bidara-6

diperoleh selanjutnya di ekstraksi cair-cair
dengan menggunakan pelarut etil asetat.
Digunakan Etil asetat karena merupakan
pelarut yang bersifat semi polar, dapat

mengekstrak lebih banyak komponen polar

KLT-Bioautografi terhadap bakteri uji dapat
dilihat pada tabel 3.

Berdasarkan Tabel 3 diperoleh hasil
yang menunjukkan bahwa isolat IFAZ-6
terdapat 1 bercak aktif dengan nilai Rf 0,80

yang menghambat bakteri Escherichia coli,
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Salmonella typhi, Shigella dysentriae, dan
Vibrio cholerae. Isolat IFAZ-6 aktif sebagai
antibakteri yang ditandai dengan
terbentuknya zona bening pada permukaan
medium tempat lempeng berdifusi.
Terbentuknya zona bening disebabkan
adanya senyawa bioaktif pada isolat IFAZ-6
yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri.
Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan oleh Andini Indah Permata
Sari (2023)%, dengan melakukan
penyemprotan diperoleh bahwa isolat IFAZ-
6 memiliki kandungan senyawa kimia
seperti flavonoid, alkaloid, dan antrakuinon
yang berpotensi sebagai antibakteri®'.

Mekanisme kerja flavanoid sebagai

antibakteri yaitu bersifat lipofilik yang akan

merusak membran mikroba dan
mengganggu  aktivitas  transpeptidase
peptidoglikan  sehingga  pembentukan

dinding sel terganggu yang menyebabkan
lisis®. Senyawa alkaloid dapat menghambat
komponen penyusun peptidoglikan pada sel
bakteri, sehingga dinding sel tidak terbentuk
menyebabkan kematian sel®. Senyawa
antrakuinon memiliki mekanisme kerja
sebagai antibakteri dengan menghambat
sintesis protein dan sintesis asam nukleat
bakteri melalui ikatan dengan asam nukleat
dan membentuk suatu kompleks yang
mengganggu fungsi dari replikasi DNA
sehingga sintesis RNA dan protein bakteri

menjadi terhambat®.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan terhadap akar bidara, maka dapat
disimpulkan bahwa profil bioautogram dari
isolat fungi endofit akar bidara (Ziziphus
mauritiana Lam.) dengan kode IFAZ-6
diperoleh 1 bercak aktif dengan nilai Rf 0,80

terhadap bakteri Escherichia coli,

Salmonella typhi, Shigella dysentriae, dan
Vibrio cholerae.
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