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ABSTRAK

OPTIMASI PRODUKSI METABOLIT SEKUNDER DARI ISOLAT
BAKTERI ENDOFIT DAUN RAMBUTAN (Nephelium lappaceum L.)
MENGGUNAKAN SUBSTRAT BERBASIS JAGUNG (Zea mays L.)

Oleh:

DIRA AULIA KAREN
NIM : 1711012002
(Program Studi Sarjana Farmasi)

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup didalam jaringan
tanaman secara mutualisme dan dilaporkan dapat memiliki senyawa metabolit
sekunder sesuai dengan yang dimiliki oleh tanaman inangnya. Rambutan
(Nephelium lappaceum L.) merupakan tanaman obat yang memiliki aktivitas
sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi
optimum dalam produksi metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.) menggunakan substrat berbasis jagung
(Zea mays L.). Berdasarkan hasil penelitian diperoleh enam isolat bakteri
endofit. Isolat difermentasi dengan inokulum 5% dan media berbasis jagung
yang terdiri dari biji jagung, rambut jagung dan tongkol jagung dengan
konsentrasi 5%, 10% dan 15%. Hasil fermentasi disentrifus untuk memisahkan
supernatan dan biomassa sel bakteri endofit. Supernatan yang diperoleh
digunakan untuk uji aktivitas antibakteri dan diekstraksi menggunakan pelarut
etil asetat. Berdasarkan hasil penelitian uji aktivitas antibakteri diperoleh tiga
isolat yang memiliki aktivitas antibakteri dengan diameter zona hambat >10 mm
(kuat) yaitu isolat 3, isolat 4 dan isolat 6. Metabolit sekunder yang terdapat pada
ekstrak etil asetat isolat menunjukkan bahwa isolat 3 mengandung flavonoid dan
tanin, isolat 4 dan isolat 6 mengandung flavonoid, tanin dan saponin. Isolat
yang memiliki aktivitas antibakteri diidentifikasi secara biokimia di
Laboratorium Balai Veteriner Bukittinggi ‘dengan; hasil  isolate 3-merupakan
Bacillus sp 2, isolat 4 dan isolat 6 merupakan Achromobacter sp.

Kata Kunci : Bakteri Endofit, Nephelium lappaceum L., Optimasi, Metabolit

Sekunder
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF SECONDARY METABOLITE PRODUCTION
FROM ENDOPHYTIC BACTERIA ISOLATE OF RAMBUTAN LEAVES
(Nephelium lappaceum L.) USING CORN BASED SUBSTRATE (Zea mays

L.)

.'.) . 1 ‘- ~_‘. \‘ \A_‘ | ’ A ‘
By:
DIRA AULIA KAREN
Student ID Number : 1711012002
(Bachelor of Pharmacy)

Endophytic bacteria are microorganisms that live in plant tissues
mutually and are reported to have secondary metabolites in accordance with
those of the host plant. Rambutan (Nephelium lappaceum L.) is a medicinal
plant that has antibacterial activity. This study aims to determine the optimum
concentration in the praduction of secondary metabolites from the endophytic
bacterial isolate from rambutan leaves (Nephelium lappaceum L.) using corn
based substrate (Zea mays L.). Based on the results of the study, six isolates of
endophytic bacteria were' obtained. The isolates were fermented with 5%
inoculum and corn-based media consisting of corn kernels, corn silk and corn
cobs with concentrations of 5%, 10% and 15%. The results of the fermentation
were centrifuged to separate the supernatant and the endophytic bacterial cell
biomass. The supernatant obtained was used for antibacterial activity test and
extracted using ethyl acetate as solvent. Based on the results of the antibacterial
activity test, three isolates had antibacterial activity with an inhibition zone
diameter of >10 mm (strong), namely isolate 3, isolate 4 and isolate 6. The
secondary metabolites contained in the ethyl acetate extract of the isolate
showed that isolate 3 contained flavonoids and tannins, isolates 4 and 6
contained flavonoids, tannins.and, saponins, Isolates with antibacterial activity
were identified biochemically at the Laboratory of the Bukittinggi~Veterinary
Center with the results that isolate 3 was Bacillus sp 2, isolate 4 and isolate 6
were Achromobacter sp.

Keywords : Endophytic Bacteria, Nephelium lappaceum L., Optimization,
Secondary Metabolite.
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BAB |I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Penyakit infeksi menjadi salah satu permasalahan kesehatan yang terus
mengalami perkembangan (1). Penyakit ini -menjadi salah satu penyebab utama
angka kesakitan (marbidity) dan-angka kematian (mortality), tidak hanya di-negara
berkembang bahkah juga di negara maju (2). Berdasarkan data World Health
Organization (WHO) tahun 2013 sekitar 17.000 kasus kematian terjadi setiap hari
pada anak-anak dibawah 5 tahun, dengan angka prevalensi 83% kematian
disebabkan oleh penyakit infeksi (3). World Health Organization (WHO)
mengemukakan bahwa penyakit infeksi merupakan penyebab utama kematian pada
anak-anak. Data WHO tahun 2012 menyatakan bahwa tingkat kematian anak <5
tahun di Indonesia disebabkan oleh penyakit infeksi dengan persentase 1% sampai
20% (3).

Antibiotik merupakan obat yang digunakan pada infeksi yang disebabkan
oleh bakteri (4). Antibiotik telah lama digunakan sebagai pencegahan dan
pengobatan penyakit. Penggunaan antibiotik semakin meningkat seiring dengan
peningkatan kasus penyakit, terutama penyakit infeksi. Sebagian besar antibiotik
yang secara komersil digunakan merupakan antibiotik sintetik yang rentan memicu
resistensi terhadap patogen, terutama bakteri (5). Pada penelitian di berbagai rumah
sakit ditemukan sebanyak 30% sampai 80% penggunaan antibiotik tidak
berdasarkan indikasi (6). Untuk mengurangi resistensi, pemilihan antibiotik harus
berdasarkan informasi spektrum bakteri penyebab infeksi dan pola kepekaan
terhadap antibiotik (6).

Studi - kasus-melaporkan bahwa 30% sampai 50% resistensi antibiotik
disebabkan oleh pemilihan antibiotik dan durasi terapi antibiotik yang tidak tepat
(7), penggunaan antibiotik yang tidak dibutuhkan dan suboptimal di Intensive Care
Unit (ICU) mencapai 30% sampai 60% (8). Resistensi antibiotik menyebabkan
meningkatnya biaya pengobatan, perawatan di rumah sakit yang lebih lama
sehingga membutuhkan pengobatan lini kedua atau ketiga yang mungkin kurang



efektif, lebih toksik dan lebih mahal. Terjadinya resistensi antibiotik menjadi
permasalahan kesehatan global yang serius (9). Sekitar 700.000 kematian per tahun
diakibatkan oleh resistensi antibiotik (10). Hal ini mendorong untuk menemukan
sumber antibiotik yang baru. Salah satunya dengan memanfaatkan bakteri endofit
(5).

Bakteri endofit ;adalah' imikreorganisme ;yang _seluruh atau sebagian
hidupnya berada dalam jaringan tumbuhan (batang dan ranting‘tumbuhan), dimana
diantara keduanya terjalin hubungan yang saling menguntungkan (11). Bakteri
endofit membentuk asosiasi dengan tumbuhan, setidaknya dalam satu fase dalam
siklus hidupnya. Bakteri endofit biasanya hidup di ruang antar sel yang
mengandung karbohidrat, asam amino, dan nutrisi anorganik dalam jumlah tinggi
(12). Setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa bakteri endofit
yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder. Kemampuan
bakteri endofit memproduksi senyawa metabolit sekunder sesuai dengan tanaman
inangnya, merupakan peluang yang sangat besar dan dapat digunakan untuk
memproduksi metabolit sekunder dari bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman
tersebut (11).

Rambutan merupakan tanaman yang cukup populer di Indonesia.
Masyarakat banyak yang belum mengetahui bahwa daun rambutan mempunyai
khasiat antidiare. Efek antidiare tersebut karena daun rambutan mengandung
senyawa tanin dan saponin. Tanin memiliki rasa sepat dan mempunyai sifat sebagai
adstrigen. Saponin diketahui memiliki sifat antibakteri terhadap beberapa jenis
bakteri seperti Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, dan Escherichia coli (13).
Pada penelitian sebelumnya telah dilakukan uji aktivitas antibakteri dan skrining
metabolit sekunder pada daun rambutan. Menurut penelitian:yang dilakukan oleh
Maradona (2013) pada ekstrak etanol 70% daun rambutan mengandung saponin,
tanin, dan flavonoid dengan zona hambat 15 mm pada konsentrasi 100 ppm dimana
daun rambutan mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. aureus (14).
Sedangkan menurut penelitian Dharmadewi (2014) daun rambutan mengandung

metabolit sekunder yaitu steroid, flavonoid, polifenol, saponin dan tanin (11).



Menurut penelitian Thitilerdecha (2008) ekstrak metanol biji rambutan memiliki
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus epidermis (15).

Mikroba memerlukan nutrisi untuk memenuhi kebutuhan energi dan untuk
bahan pembangun sel, untuk sintesa protoplasma dan bagian-bagian sel. Setiap
mikroba mempunyai sifat fisiologi tertentu, sehingga memerlukan nutrisi tertentu
pula (16). Diperlukan media; pertumbuhan: yangsdapat mencukupi nutrisi, sumber
energi dan kondisi lingkungan tertentu. Suatu media " dapat menumbuhkan
mikroorganisme dengan memiliki kondisi pH yang sesual, tidak mengandung zat-
zat penghambat, steril, dan mengandung semua nutrisi yang dibutuhkan
mikroorganisme (17).

Media merupakan suatu substansi yang terdiri dari campuran zat-zat
makanan (nutrisi) yang diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan
bakteri. Melimpahnya berbagai tumbuhan yang dapat dimanfaatkan untuk media
bisa menjadi alternatif sebagai sumber karbon pada media pertumbuhan
mikroorganisme (17).

Jagung merupakan komoditas pangan kedua paling penting di Indonesia
setelah padi. Biji jagung mengandung 70% karbohidrat, 10% protein, 2,3% serat
kasar, 1,4% zat lain seperti vitamin A, vitamin E, riboflavin dan asam nikotinat
(18). Di dalam tongkol jagung terdapat 40% karbohidrat, 5,8% lignin, 2,3% protein,
2,1% pati dan 0,7% lemak (19). Sedangkan di rambut jagung mengandung protein,
karbohidrat, serat, vitamin (vitamin B, vitamin C, vitamin K), minyak atsiri, garam-
garam mineral seperti Na, Fe, Si, Zn, K, Ca, Mg dan P (20). Oleh karena itu bagian
biji, tongkol dan rambut jagung dapat digunakan sebagai sumber karbon pada
bakteri untuk menghasilkan metabolit.

Dari latar belakang tersebut, peneliti tertarik-melakukan penelitian tentang
Optimasi Produksi Metabolit Sekunder dari Isolat Bakteri Endofit Daun Rambutan

(Nephelium lappaceum L.) menggunakan Substrat Berbasis Jagung (Zea mays L.).



1.2. Rumusan Masalah

1. Apakah media berbasis jagung (Zea mays L.) dapat digunakan untuk
produksi metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) penghasil antibiotika ?

2. Berapa konsentrasi media berbasis jagung (Zea mays L.) yang optimum dari
beberapa variasi konsentrasi yang-dapat memproduksi metabolit sekunder
dari isolat bakteri endofit daun rambutan (Nephelium ‘lappaceum L.) dan
memiliki aktivitas antibakteri ?

3. Apa golongan metabolit sekunder yang terdapat pada ekstrak bakteri endofit
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang memiliki aktivitas
antibakteri?

4. Apa genus bakteri endofit yang memiliki aktivitas antibakteri pada daun

rambutan (Nephelium lappaceum L.) ?

1.3. Tujuan Penelitian

1. Untuk membuktikan ‘apakah media berbasis jagung (Zea mays L.) dapat
digunakan untuk produksi metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit
daun rambutan (Nephelium lappaceum L.).

2. Untuk mengetahui konsentrasi media berbasis jagung (Zea mays L.) yang
optimum yang dapat memproduksi metabolit sekunder dan dilihat aktivitas
antibakterinya.

3. Untuk mengidentifikasi golongan senyawa metabolit sekunder dari ekstrak
bakteri endofit daun rambutan (Nephelium lappaceum L.).

4. Untuk mengidentifikasi genus isolat bakteri endofit dari daun rambutan

(Nephelium lappaceum L.).

1.4. Hipotesis Penelitian
1. Media berbasis jagung (Zea mays L.) dapat digunakan untuk produksi
metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit daun rambutan (Nephelium

lappaceum L.).



2. Konsentrasi media berbasis jagung (Zea mays L.) dapat memproduksi
metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.) yang memiliki aktivitas antibakteri.

3. Ekstrak bakteri endofit dari daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menghasilkan metabolit sekunder yang memiliki aktivitas antibakteri

1.5. Manfaat Penelitian
1. Dapat membuktikan media berbasis jagung (Zea mays L.) dapat digunakan
untuk produksi metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.).
2. Dapat diketahui konsentrasi media berbasis jagung (Zea mays L.) yang
optimum yang dapat memproduksi metabolit sekunder dari isolat bakteri
endofit daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang memiliki aktivitas

antibakteri.



BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Tumbuhan Rambutan (Nephelium lappaceum L.)
2.1.1. Klasifikasi

N

Gambar 2. 1!Daun Rambutan (Nephelium lappaceum L.)

Menurut R na (2002), taksonomi tumbuhan rambutan

dikelompokan dalam klasifikasi (21):

Kingdom : Plantae
Divisio : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo . Sapindales
Famili : Sapindaceae
_ /Genus : N_eph('eliu‘m T AT :
Spesies 2 N&phelium lappaceum L. R A N G2 >

2.1.2. Nama Lain
a. Nama Daerah : Rambutan, Corogol, Tundun, Buwa buluwan, Bunglon
(Jawa); Rambot, Rambutan, Rambuteun, Rambut, Rambuta, Jailan, Folui,
Bairabit, Puru bicak, Hahujam, Kakapas, Likes, Takujung alu (Sumatera);



Buluan, Rambuta (Nusa Tenggara); Rambutan, Siban, Banamon, Beriti,
Sanggalaong, Sagalong, Beliti, Malit, Kayokan, Bengayau, Puson
(Kalimantan); Rambutan, Barangkasa, Bolangat, Balatu, Balatung, Walatu,
Wayatu, Wilatu, Wulangas, Lelamu, Lelamun, Toleang (Sulawesi);
Rambutan, Rambuta (Pulau Maluku) (22).

b. Nama Asing .:.Ramustan® (Spanyol); ‘Shag tzu (Cina); Ngoh, Phuran
(Thailénd);'Rambutan (Tagalog); Mammon chibo (Panama); Saaw maaw

(Kamboja); Chom chom, Vai tieu (Vietnam); Rambutan (Inggris) (22).

2.1.1. Daerah Asal
Rambutan berasal dari Malaysia dan Indonesia, namun lokasi
tepatnya tidak diketahui. Rambutan mulai menyebar ke Asia Tenggara,
dan banyak terdapat di daerah tropis seperti India, Sri Lanka, Zanzibar,
bagian dataran rendah Amerika Selatan, Australia Selatan, Papua Nugini,
Kepulauan Pasifik, dan Hawai (23).

2.1.2. Morfologi
a. Batang

Tanaman rambutan merupakan jenis pohon berukuran sedang
dengan tinggi 12-25 meter. Pohon rambutan menyukai suhu tropika
hangat (23). Pohon berkayu, batang silindris, permukaan batang kasar,
berwarna cokelat dengan bercak-bercak putih (24). Suhu optimum
pertumbuhan pohon rambutan yaitu antara 20-32°C, dan kelembapan
harus sekitar 80% (23).

b. Daun
Daun majemuk menyirip ganda sempurna sampai enam pasang anak

daun, anak daun berbentuk bulat telur sampai bulat telur sungsang,



2.1.3.

2.14.

panjang 5-28 cm dan lebar 2-10 cm, permukaan atas halus sedangkan
permukaan bawah berambut, ujung daun meruncing (24).
Bunga

Nephelium lappaceum tergolong tanaman yang berbunga banyak.
Bunganya dapat berbentuk bunga jantan atau bunga sempurna yang
tersusun dalam, suatu: malai, bunga satau, panicula (23). Perbungaan
maje‘muk terminal, tersusun dalam karangan, diameter’bunga mencapai 5
mm (24).
Buah

Buah terbungkus kulit yang memiliki rambut di bagian luarnya,
warnanya hijau ketika masih muda, berubah menjadi kuning hingga
merah ketika masak. Endocarp berwarna putih, menutupi daging yang
sebenarnya merupakan aril, yang melekat pada kulit terluar biji (24).

Senyawa Kimia

Daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dimanfaatkan sebagai
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (25).
Daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) menghasilkan metabolit
sekunder, yaitu senyawa tanin dan saponin yang digunakan untuk
mengatasi diare. Tanin memiliki rasa sepat dan mempunyai sifat sebagai
adstrigen yang dapat dimanfaatkan sebagai antidiare. Tanin juga
digunakan sebagai antiseptik karena adanya gugus fenol. Saponin
diketahui memiliki sifat antibakteri terhadap beberapa jenis bakteri
tertentu seperti ‘Staphylococcus - ‘aureus; Salmonella typhi, dan
Escherichia coli (13).

Bioaktivitas
Rambutan berpotensi sebagai antidiabetes. Diabetes melitus (DM)
adalah suatu penyakit metabolik yang ditandai dengan adanya



hiperglikemia, yang disebabkan oleh kurangnya produksi insulin,
resistensi insulin, atau keduanya. Berbagai jenis tumbuhan obat telah
dimanfaatkan untuk terapi penyakit tersebut. Banyak penelitian telah
sampai pada isolasi senyawa aktif tumbuhan yang mampu memberikan
efek hipoglikemik atau antidiabetes, termasuk diantaranya rambutan.
Efek hipoglikemik rambutan telah ydibuktikan secarain vivo maupun
secara in Vitro (26).

Rambutan berpotensi sebagai agen antimikroba. Kemampuannnya
dalam menghambat pertumbuhan mikroba sangat luas, mencakup bakteri
dan jamur. Rambutan mampu menghambat pertumbuhan mikroba yang
mencakup bakteri dan jamur karena kandungan senyawa flavanoid.
Mekanisme flavonoid dalam menghambat bakteri adalah dengan merusak
dinding atau dengan mendenaturasi protein sel bakteri dan merusak
membran sel yang terdiri dari lapisan protein. Penghambatan dan
perusakan dinding, dan membran sel ini dapat dilakukan dengan
terbentuknya ikatan-ikatan hidrogen dan kovalen antara bahan aktifnya
yang bersifat hidrofobik sehingga menganggu integrasi dinding dan

membran sel bakteri (26).

2.2. Bakteri Endofit

Endofit berasal dari bahasa Yunani, “endo” berarti di dalam dan “fit” (phyte)
berarti tumbuhan. Bakteri endofit hidup dalam jaringan vaskular tumbuhan tanpa
menyebabkan efek negatif. Hubungan simbiosis metabolisme antara bakteri dan
tumbuhan ‘memungkinkan- bakteri -menghasilkan senyawa bioaktif .yang sama
seperti terkandung di dalam tumbuhan inangnya (27).

Mikroorganisme endofit adalah mikroba yang hidup di dalam jaringan tanaman
pada periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan
tanaman tanpa membahayakan inangnya (simbisosis mutualisme atau simbiosis

komensalisme). Setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba



endofit yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder yang
diduga sebagai akibat koevolusi atau transfer genetik (genetic recombination) dari
tanaman inangnya ke dalam mikroba endofit (28).

Awalnya keberadaan mikroba endofit diduga bersifat netral, maksudmya tidak
memberikan pengaruh baik manfaat maupun kerusakan yang ditimbulkan terhadap
tanaman. Ternyata setelah para.peneliti mulai mempelajari lebih mendalam, ada
hubungan simbiosis mutualisme antara mikroba endofit dengan tanaman inang
terutama peranannya yang sangat penting dalam melindungi tanaman inang
terhadap predator dan pathogen (11).

2.2.1. Interaksi Mikroba Endofit dengan Tanaman

Interaksi mikroba endofit dengan inangnya yang ditemukan pada
bagian organ tumbuhan tertentu, berhubungan erat dengan siklus hidup yang
dilaluinya. Masuknya mikroba endofit pada jaringan tanaman inang
tergantung pada keberhasilan mikroba tersebut menembus lapisan eksternal
inangnya. Proses masuknya mikroba endofit ini dicapai melalui mekanisme
pemecahan atau degradasi jaringan pelindung pada lapisan kutikula dan
epidermis (11).

Proses masuknya bakteri endofit ke dalam jaringan tanaman inang
terjadi secara langsung dan tidak langsung. Secara langsung ditandai dengan
masuknya endofit ke dalam bagian internal jaringan pembuluh tanaman dan
diturunkan melalui biji, sedangkan secara tidak langsung bakteri endofit
hanya menginfeksi bagian eksternal yaitu pada bagian pembungaan (11).

2.2.2. Peranan Bakteri Endofit

Bakteri endofit menyediakan potensiyang besar untuk menghasilkan
berbagai  senyawa bioaktif yang baru yang diperaleh dari senyawa
metabolit sekunder dari inangnya. Tanaman merupakan salah satu inang
untuk mikroorganisme endofit. Senyawa bioaktif dari bakteri endofit
digunakan secara luas di dunia kesehatan sebagai antibakteri, antivirus,
antikanker, antioksidan, antidiabetes, dan anti immunosupresif. Hal

tersebut menunjukkanbahwa bakteri endofit dapat menjadi sumber
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antibiotik baru yang menjanjikan untuk mengatasi masalah resistensi

bakteri patogen dan penyakit di dunia kesehatan (29).

Bakteri endofit berperan untuk meningkatkan pertumbuhan tanaman

dengan menghasilkan hormon pertumbuhan dan penambatan N2 dari

udara. Kemampuan bakteri

endofit dalam menghasilkan hormon

tumbuhan_seperti (Indole|Acetic Acid) IAA atau yang lebih dikenal

deng‘an sebutan auksin dapat membantu tanaman ‘untuk tumbuh lebih

baik (30).

2.3. Bakteri Gram positif dan Gram negatif

Berdasarkan komposisi dinding selnya, bakteri dibagi menjadi dua

golongan, yaitu bakteri Gram positif dan Gram negatif (31).
Tabel 2. 1 Ciri bakteri Gram Positif dan Gram Negatif (32).

Ciri

Perbedaan Relatif

Gram Positif

Gram Negatif

Struktur dinding sel

Tebal (15-80 nm)

Berlapis tunggal (mono)

Tipis (10-15 nm)
Berlapis tiga (multi)

Komposisi dinding sel

Kandungan lipid rendah
(1-4%) Peptidoglikan ada
sebagai lapisan tunggal,
lebih

kering

komponen utama
50%

pada beberapa sel bakteri

dari berat

Asam tekoat

Kandungan lipid tinggi
(11- 22%) Peptidoglikan
ada di dalam lapisan kaku
sebelah dalam; jumlahnya
sedikit, merupakan sekitar
10% berat kering Tidak

ada asam tekoat

Kerentanan terhadap

penicillin

L.ebihrentan

Kurang rentan

Persyaratan nutrisi

Relatif rumit pada banyak

spesies

Relatif sederhana

Resistensi terhadap

gangguan fisik

Lebih resisten

Kurang resisten
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2.3.1. Bakteri Gram Positif

Bakteri Gram positif terdiri atas :

1) Bakteri Gram positif berbentuk spora, merupakan jenis bakteri yang
bekerja dengan membentuk spora di berbagai tempat, misalnya spesies
Bacillus dan Clostridium yang banyak tersebar dimana-mana dan punya
kemampuan untuk;hidup ‘di lingkungan:tertentu selama bertahun-tahun.
Spesies Bacillus merupakan kategori bakteri* yang bersifat aerob
sedangkan spesies Clostridium merupakan kategori yang bersifat anaerob
obligat (33).

2) Bakteri Gram positif yang tidak membentuk spora, beberapa bakteri yang
masuk ke dalam kelompok ini adalah spesies Corynebacterium dan
Propionibacterium yang merupakan flora normal pada kulit dan selaput
lender manusia, spesies Actinomycetes, dan spesies Listeria (33).

3) Staphylococcus, merupakan kelompok bakteri berbentuk bulat dan
umumnya tersusun secara bergerombol tidak teratur sehingga penampilan
fisiknya menyerupai anggur. Beberapa spesies dari kelompok bakteri ini
merupakan anggota flora normal yang terdapat pada kulit dan selaput
lender makhluk hidup, sedangkan sisanya merupakan agen penyebab
supurasi dan septicemia fatal (33).

4) Streptococcus, merupakan kelompok bakteri gram positif yang berbentuk
bulat dan memiliki pasangan pada tahap pertumbuhannya. Beberapa
spesies dari kelompok bakteri streptococcus merupakan jenis flora
normal yang terdapat pada manusia, dan sisanya cenderung bersifat
pathogen. Kelompok  bakteri, ini terdiri- dari 20 spesies, diantaranya

adalah;Streptococcus pyogenes dan Streptococcus agalactiae (33).

2.3.2.Bakteri Gram Negatif
Bakteri Gram negatif terdiri dari :
1) Bakteri Gram negatif berbentuk batang atau biasa disebut dengan istilah

enterobacteriaceae. Bakteri jenis ini berhabitat di usus manusia maupun
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binatang. Beberapa bakteri yang termasuk dalam kelompok
enterobacteriaceae adalah Escherichia coli yang merupakan flora normal
dan menjadi agen penyebab penyakit dan Shigella serta Salmonella yang
merupakan jenis pathogen umum bagi manusia (33).

2) Pseudomonas, Acinobacter, dan jenis Bakteri Gram negatif lainnya.
Golongan _bakteri;»jenis | Pseudomonas; -merupakan- jenis pathogen
nosocomial yang cenderung bersifat invasive dan*toksigenik sehingga
dapat menyebabkan infeksi yang menurunkan daya tahan tubuh manusia
(33).

3) Vibrio, Campylobacter, Helicobacter, dan jenis bakteri lain yang relevan.
Mikroorganisme yang termasuk dalam kategori ini merupakan spesies
yang banyak tersebar di alam. Vibrionya dapat dengan mudah ditemukan
di daerah perairan, permukaaan air segar, dan pada jenis hewan berdarah
dingin (33).

4) Haemophilus, Bordetella, dan Brucella. Di dalam kelompok ini,
Hemophilis influenza tipe b merupakan jenis pathogen yang sangat
penting bagi kehidupan manusia (33).

5) Yersinia, Franscisella, dan Pasteurella. Bakteri yang terdapat di dalam
kelompok ini umumnya berbentuk batang, berukuran pendek, serta
mempunyai sifat katalase dan oksidase yang positif. Bakteri-bakteri

tersebut merupakan bagian dari bakteri berjenis anaerob fakultatif (33).

2.4. Antibiotik
2.4.1, Klasifikasi
Antibiotik adalah senyawa organik yang dihasilkan:oleh berbagai spesies
mikroorganisme dan bersifat toksik terhadap spesies mikroorganisme lain. Sifat
toksik senyawa-senyawa yang terbentuk mempunyai kemampuan menghambat
pertumbuhan bakteri (bakteriostatik) dan bahkan ada yang langsung membunuh
bakteri (bakterisid) yang kontak dengan antibiotik tersebut (34).
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Infeksi bakteri terjadi bila bakteri mampu melewati barrier mukosa atau
kulit dan menembus jaringan tubuh. Pada umumnya, tubuh berhasil
mengeliminasi bakteri tersebut maka akan terjadi penyakit infeksi yang disertai
dengan tanda-tanda inflamasi. Terapi yang tepat harus mampu mencegah
berkembang biaknya bakteri lebih lanjut tanpa membahayakan host (6).

Berdasarkan_ sifat ;toksisitas 4 selektif;, rada , antibiotic yang bersifat
menghambaf pertumbuhan  bakteri, dikenal sebagai aktivitas bakteriostatik
(contohnya sulfonamide, trimetroprim, kloramfenikol, tetrasiklin, linkomisin dan
klindamisin) da nada yang bersifat membunuh bakteri, dikenal sebagai aktivitas
bakterisid (contohnya penisilin, sefalosporin, streptomisin, neomisin, kanamisin,
gentamisin dan basitrasin) (6).

Secara umum terdapat dua kelompok antibiotic berdasarkan sifat
farmakokinetikanya, yaitu:

a. Time Dependent Killing
Lamanya antibiotik berada dalam darah pada kadar di atas (Konsentrasi
Hambat Minimum) KHM sangat penting untuk memperkirakan outcome
klinik ataupun kesembuhan. Pada kelompok ini kadar antibiotic dalam darah
di atas KHM paling tidak selama 50% interval dosis. Contoh antibiotic yang
tergolong time dependent killing antara lain penisilin, sefalosporin dan
makrolida (6).
b. Concentration Dependent
Semakin tinggi kadar antibiotika dalam darah melampaui KHM maka
semakin tinggi pula daya bunuhnya terhadap bakteri. Untuk kelompok ini
diperlukan rasio kadar/KHM sekitar 10 (6). Ini mengandung arti bahwa
regimen’ dosis yang dipilih haruslah memiliki-_kadar. dalam serum atau
jaringan 10 kali lebih tinggi dari KHM. Jika gagal mencapai kadar ini di
tempat infeksi atau jaringan akan mengakibatkan kegagalan terapi. Situasi

inilah yang selanjutnya menjadi penyebab timbulnya resistensi (6).
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2.4.2. Resistensi

Resistensi didefinisikan sebagai tidak terhambatnya pertumbuhan bakteri
dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis normal yang
seharusnya atau kadar hambat minimalnya. Resistensi terjadi ketika bakteri
berubah dalam satu atau lain hal yang menyebabkan turun atau hilangnya
efektivitas obat, senyawa skimia] atau.bahan, lainnya yang digunakan untuk
mencegah atau mengobati infeksi (35).

Selama lebih dari 60 tahun, obat antibakteri telah dianggap sebagai obat
paling ampuh untuk menyembuhkan infeksi. Dalam pidato Alexander Fleming
(1945) yang menemukan penisilin sudah meperingatkan bahwa bakteri bias
menjadi resisten terhadap obat antibakteri. Penggunaan obat antibakteri telah
menyebar luas selama beberapa decade dan penyalahgunaannya juga banyak
dilakukan. Akibatnya, obat antibakteri ini menjadi kurang efektif atau bahkan
tidak efektif dan menjadi sebuah kedaruratan kesehatan global yang cepat

melampaui pilihan pengobatan yang ada (36).
Mekanisme resistensi antibiotik

Beberapa mikroorganisme pathogen menjadi resisten terhadap antibiotik
B-laktam dengan memodifikasi antibiotik atau melepaskan beberapa enzim
seperti transferase yang menghambat atau memecah struktur kimia antibiotik.
Pada kelompok antibiotik B-laktam akan terjadi hidrolisis ikatan amida menjadi
tidak efektif oleh produksi enzim B-laktamase. Dalam kasus bakteri Gram
negatif kelompok antibiotik aminoglikosida menjadi tidak efektif karena
modifikasi molekul antibiotik melalui- fosforilasi, adenilasi dan asetilasi.
Selanjutnya memodifikasi-target dengan cara mengubah sistem kerja antibiotik
oleh bakteri. Cara kerja bakteri untuk membuat resistensi dengan mekanisme
efflux (pompa) yang dikodekan oleh gen untuk mengidentifikasi dan
mengeluarkan bahan kimia agen antibakteri dan senyawa struktural yang tidak
terkait menghasilkan konsentrasi antibiotik yang rendah menjadi tidak

memiliki atau sedikit efek pada pertumbuhan bakteri (37).
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2.5. Ekstraksi

Ekstraksi merupakan teknik pemisahan kimia untuk memisahkan atau menarik
satu atau lebih komponen atau senyawa-senyawa (analit) dari suatu sampel dengan
menggunakan pelarut tertentu yang sesuai (38). Kelarutan dan stabilitas senyawa
pada simplisia terhadap pemanasan, udara, cahaya, logam berat dan derajat

keasaman dipengaruhi oleh struktur kimiayang:berbeda-beda (39).

Ekstraksi padat-cair atau leaching merupakan proses transfer secara difusi
analit dari sampel yang berwujud pada kedalam pelarutnya. Mekanisme ekstraksi
padat-cair dimulai dengan adsorpsi pelarut oleh permukaan sampel, diikuti difusi
pekarut ke dalam sampel dan pelarutan analit oleh pelarut (interaksi analit dengan
pelarut). Selanjutnya terjadu difusi analit-pelarut ke permukaan sampel dan
desorpsi analit-pelarut dari permukaan sampel berlangsung sangat cepat ketika
terjadi kontak antara sampel dengan pelarut (38).

Berdasarkan metode yang digunakan, ekstraksi padat cair terdiri dari :

2.5.1. Maserasi

Maserasi merupakan  Salah satu jenis ekstraksi padat cair yang paling
sederhana. Proses ekstraksi dilakukan dengan cara merendam sampel pada suhu
kamar menggunakan pelarut yang sesuai sehingga dapat melarutkan analit dalam
sampel. Sampel biasanya direndam selama 3-5 hari sambil diaduk sesekali untuk
mempercepat proses pelarutan analit. Ekstraksi dilakukan berulang kali sehingga
analit terekstraksi secara sempurna. Indikasi bahwa semua analit telah terekstraksi
secara sempurna adalah pelarut yang digunakan tidak berwarna (38).

Secara teknologi termasuk ekstraksi “dengan', prinsip metode- pencapaian
konsentrasi pada keseimbangan. Maserasi kinetic berarti dilakukan pengadukan
yang kontinyu (terus-menerus). Remaserasi berarti dilakukan pengulangan
penambahan pelarut setelah dilakukan penyaringan maserat pertama dan
seterusnya. Cara ini dapat menarik zat-zat berkhasiat yang tahan pemanasan
maupun yang tidak tahan pemanasan (39).
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Kelebihan maserasi adalah alat dan cara yang digunakan sangat sederhana,
dapat digunakan untuk analit baik yang tahan terhadap pemanasan maupun yang
tidak tahan terhadap pemanasan. Kelemahannya adalah menggunakan banyak
pelarut (38).

2.5.2. Perlokasi

Perlokasi adalah, salah.satu' jenis ekstraksi padat-cair yang dilakukan
dengan jalan‘ mengalirkan pelarut secara perlahan pada sampel dalam suatu
perlokator. Pada ekstraksi jenis ini, pelarut ditambahkan ssecara terus menerus,
sehingga proses ekstraksi selalu dilakukan dengan pelarut yang baru. Pola
penambahan pelarut yang dilakukan adalah menggunakan pola penetesan pelarut
dari bejana terpisah disesuaikan dengan jumlah pelarut yang keluar atau dilakukan
dengan penambahan pelarut dalam jumlah besar secara berkala (38).

Proses ekstraksi dilakukan hingga analit dalam sampel terekstraksi secara
sempurna. Indikasi bahwa semua analit telah terekstraksi secara sempurna adalah
pelarut yang digunakan tidak berwarna. Untuk memastikan bahwa semua analit
telah terekstraksi dengan sempurna dapat dilakukan uji dengan kromatografi lapis
tipis (KLT) atau spektrofotometri UV. Apabila menggunakan KLT, indikasi
bahwa semua analit telah terekstrak ditandai dengan tidak ada noda/spot pada plat
KLT. Sedangkan dengan spektrofotometri UV ditandai dengan tidak adanya
puncak/peak pada kromatogram (38).

2.5.3. Sokletasi

Sokletasi adalah salah satu jenis ekstraksi menggunakan alat soklet. Pada
ekstraksi ini pelarut dan sampel ditempatkan secara terpisah. Prinsipnya adalah
ekstraksi dilakukan secara terus menerus menggunakanpelarut yang relatif
sedikit. Bila ekstraksi telah selesai maka pelarut dapat diuapkan sehingga akan
diperoleh ekstrak. Biasanya pelarut yang digunakan adalah pelarut-pelarut yang
mudah menguap atau mempunyai titik didih yang rendah (38).

Sokletasi dilakukan dengan cara pemanasan pelarut. Uap pelarut yang

dihasilkan mengalami pendinginan dalam kondensor dan secara kontinyu akan
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membasahi sampel dan secara teratur pelarut tersebut dimasukkan kembali ke
dalam labu dengan membawa analit. Proses ini berlangsung secara kontinyu.
Pelarut yang digunakan dapat diuapkan kembali dan dipisahkan dari analit.

Sokletasi dapat dihentikan dengan cara menghentikan pemanasan (38).

2.6. Fermentasi ,

Fermentasi- berasal dari bahasa latin yaitu Fervere yang' berarti mendidih.
Peristiwa mendidih ini terjadi akibat terbentuknya gelembung karbon dioksida oleh
proses katabolisme dari gula dalam ekstrak. Dalam industri modern, fermentasi
diartikan sebagai suatu proses untuk mengubah bahan dasar tertentu menjadi suatu
produk oleh masa sel mikroorganisme (40).

2.6.1. Proses Fermentasi

Berdasarkan penerapannya dalam industri komersial, proses fermentasi

dapat dikelompokkan menjadi lima tipe, yaitu :

2.6.1.1. Fermentasi untuk Produksi Biomassa

Fermentasi untuk produksi biomassa dikelompokkan atas dua proses,
yaitu produksi sel ragi untuk roti dan produksi bakteria untuk makanan atau
hewan (protein sel tunggal). Saat ini sel mikrobia non-inokulum sudah mulai
dikembangkan, yaitu bakteri probiotik. Bakteri probiotik dikemas dalam
kapsul atau kaplet. Selain itu juga dicampurkan pada substrat seperti susu
instan, ataupun ditumbuhkan pada media susu sehingga dapat dikonsumsi

seperti meminum produk fermentasi (40).

2.6.1.2; Fermentasi untuk Produksi-Enzim

Enzim dapat diperoleh secara komersial dari sel tumbuhan, hewan, atau
mikroorgansime. Produksi enzim oleh mikroorganisme dikendalikan dengan
ketat agar diperoleh produksi enzim dalam jumlah yang cukup sehingga sistem

kendalinya dapat dimanipulasi. Sistem kendali induksi dilakukan dengan cara
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memasukkan suatu induser dalam medium, sementara represi umpan balik
dapat dihindari melalui teknik mutasi atau seleksi.

Enzim dari mikroorganisme memiliki keunggulan vyaitu dapat
diproduksi dalam jumlah yang besar dengan teknik fermentasi yang telah
stabil. Selain itu, sistem enzim mikroorganisme lebih mudah dalam
peningkatan produktivitas,dibandingkan enzim dari, tanaman atau hewan (41).
Contoh broses' ini adalah produksi protease, ~ amylase, pektinase,
aminoglukosidase, lactase, glukosa oksidase dan glukosa isomerase (40).
2.6.1.3. Fermentasi untuk Produksi Metabolit

Pertumbuhan mikroorganisme dalam biakan dimulai saat inokulasi
dimulai pada fase lag yaitu masa penyesuaian (adaptasi) yang kemudian
dilanjutkan oleh fase logaritmik (fase eksponensial) yaitu masa pertumbuhan
dengan laju eksponensial atau pertumbuhan vegetative. Setelah itu diikuti
dengan fase stasioner dimana pertumbuhan vegetative terhenti dan kemudian
memasuki fase kematian (40).

Selama fase pertumbuhan logaritmik yang diproduksi hanya senyawa
esensial bagi pertumbuhan sel antara asam amino, karbohidrat, protein,
nukleotida dan lain-lain. Semua senyawa ini disebut dengan metabolit primer
dan fase pembentukannya disebut tropofase yang ekivalen dengan fase
logaritmik. Pada umumnya, mikroorganisme tipe liar dapat mensintesis
metabolit primer hanya untuk mencukupi kebutuhannya. Kemudian para ahli
mikrobiologi memodifikasi tipe liar dengan berbagai cara dan menjadikannya
sebagai mikroorganisme tipe jinak sehingga pada kondisi biakan tertentu dapat
memperbaiki produktifitas metabolit tersebut (40).

Selama fase stasioner, beberapa biakan mikroorganisme dapat
mensintesis senyawa tertentu yang dikenal dengan metabolit sekunder,
sedangkan fase pembentukannya disebut dengan idiofase yang ekivalen dengan
fase stasioner. Metabolism sekunder juga dapat terjadi dalam biakan konnyu
pada pertumbuhan lambat, karena itu pertumbuhan lambat atau tidak ada

pertumbuhan sel merupakan sifat dari metabolism sekunder (40).
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2.6.1.4. Fermentasi untuk Produksi Rekombinan

Berkembangnya teknologi DNA rekombinan sangat membantu proses
fermentasi untuk menghasilkan suatu produk tertentu. Teknik DNA
rekombinan dapat digunakan untuk mengubah urutan nukleotida suatu gen
sehingga dapat mengubah struktur protein dan mengidentifikasi segemen yang
diperlukan untuk mengontrol: gen atau-produk (40).

Mikroorganisme yang dipakal untuk fermentasi sering tumbuh lambat
dan dapat menimbun banyak produk akhir. Waktu proses yang dibutuhkan
antara 2-4 hari. Selama waktu fermentasi dapat terkena resiko dicemari oleh
bakteri asing, atau oleh bakteri yang telah bermutasi (40).

2.6.1.5. Fermentasi untuk Modifikasi Senyawa

Sel mikroorganisme dapat mengkonversi senyawa organik tertentu
menjadi senyawa baru yang mempunyai Struktur inti yang sama tetapi
mempunyai nilai ekonomis yang lebih baik. Proses biotransformasi
mempunyai keuntungan‘tertentu, yaitu reaksinya spesifik, berlangsung pada
suhu rendah dan produksinya lebih tinggi (40).

Pada fermentasi terjadi perubahan struktur kimia dari bahan-bahan
organik dengan memanfaatkan agen-agen biologis terutama enzim sebagai
biokatalis. Medium yang digunakan dalam fermentasi harus memenuhi syarat
antara lain (42):

e Mengandung nutrisi yang dibutuhkan bagi pertumbuhan sel mikroba

¢ Mengandung nutrisi yang dapat digunakan sebagai sumber energi bagi
mikroba

o Tidak mengandung zat yang dapat membahayakan: pertumbuhan sel

o Tidak terdapat kontaminan yang dapat meningkatkan persaingan dalam

penggunaan substrat.
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2.6.2. Faktor yang mempengaruhi fermentasi
2.6.2.1. Jenis Mikroorganisme
Pemilihan mikroorganisme umumnya tergantung pada jenis substrat,
kebutuhan pertumbuhan dan produk fermentasi yang diharapkan.
Mikroorganisme yang digunakan dalam industry digolongkan menjadi tiga,
yaitu :
a. Bakteri
Bakteri adalah organisme uniselular yang umumnya mempunyai
ukuran 0,5-1,0 mm sampai 2,0-10 mm dan memiliki tiga bentuk morfologi
yaitu bulat (cocci), batang (bacilli) dan koma (comma). Mikroorganisme
yang termasuk jenis kelompok ini yaitu Acetobacter, Lactococcus,
Leuconostoc, Pedococcus, Lactobacillus, Proponiobacterium,
Brevibacterium, Bacillus, Micrococcus, Stapylococcus (41).
b. Khamir
Khamir merupakan organisme uniselular yang memiliki bentuk bulat
dan panjang dengan ‘ukuran yang lebih besar disbanding dengan bakteri.
Mikroorganisme yang termasuk jenis kelompok ini yaitu Candida,
Cryptococcus, Endomycopsis, Hansenula dan Saccharomyces.(41).
c. Kapang
Kapang merupakan organisme multiseluar, berfilamen hifa dan
bercabang. Reproduksi hifa dilakukan dengan perpanjangan hifa dan
ekspora, konidia atau spora dalam kantung (sporangium). Beberapa kapang
yang penting dalam industry antara lain Rhizopus, Mucor, Neurospora,

Penicillium, Aspergillus, Cephalosporium, Tricodherma dan Fusarium (41).

2.6.2.2. Nutrisi
Nutrisi dibutuhkan mikroorganisme untuk pertumbuhannya. Nutrisi untuk
pertumbuhan mikroorganisme dibagi menjadi tiga yaitu :

a. Makronutrisi seperti karbon dan nitrogen
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b. Mikronutrisi seperti fosfor, sulfur, kalsium, besi, natrium, dan
magnesium
c. Trace-element seperti kobalt, mangan, besi, nikel, dan seng (41).
2.6.2.3. Media
Media fermentasi berfungsi untuk menumbuhkan dan mengembangbiakkan
mikroorganisme sehingga,diperoleh,produk yang.diinginkan. Media fermentasi
harus memenuhi seluruh kebutuhan nutrisi mikroorganisme dan memenuhi
tujuan teknis dari proses fermentasi (41).
Kriteria pemilihan media fermentasi yaitu (41):
a) Yield produk per unit substrat maksimum
b) Konsentrasi produk dalam media maksimum
c) Kecepatan pembentukan produk maksimum
d) Produk samping yang tidak diinginkan seminimal mungkin
e) Harganya relative murah
f) Kualitasnya kansisten dan kontinuitas ketersediaannya terjamin
g) Permasalahan 'yang dihadapi dari segi pelaksanaan proses, aerasi,
agitasi, ekstraksi: dan pemurnian produk serta penanganan limbah

seminimal mungkin.

2.7. Uji Aktivitas
Pengujian terhadap aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan berbagai cara,
yaitu:
2.7.1. Metode difusi
Merupakan metode tes Kirby. & ;Bauer, untuk menentukan aktivitas gen
antimikroba. Piringan yang berisi agen antimikroba diletakkan pada media agar
yang telah ditanami mikroorganisme yang akan berdifusi pada media agar. Air
jernih mengindikasikan adanya hambatan pertumbuhan mikroorganisme oleh

agen antimikroba pada permukaan media agar (43).
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Metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara, yaitu :
a) Metode cakram (disc)

Zat antibakteri dijenuhkan kedalam kertas cakram ditanam pada
media perbenihan agar padat yang telah dicampur dengan bakteri yang
diuji, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam.
Selanjutnya diamati, adanya area (zona) jernih_disekitar kertas cakram
yang‘ menunjukkan ada tidaknya pertumbuhan bakteri-(44).

b) Metode silinder

Metode silinder yaitu meletakkan beberapa silinder yang terbuat dari
gelas atau besi tahan karat di atas media agar yang telah diinokulasi
dengan bakteri. Tiap siliner ditempatkan sedemikian rupa hingga berdiri
di atas media agar, diisi dengan larutan yang akan diuji dan diinkubasi.
Setelah diinkubasi, pertumbuhah bakteri diamati untuk melihat ada
tidaknya daerah hambatan di sekeliling silinder (44).

c) Metode lubang
Metode lubang yaitu mmebuat lubang padang agar padatyang telah
diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan,
kemudian lubang diisi dengan larutan yang akan diuji. Setelah
diinkubasi, pertumbuhan bakteri diamati untuk melihat ada tidaknya zona
hambat disekeliling lubang (44).

2.7.2. Metode Dilusi
Metode dilusi adalah salah satu metode yang digunakan untuk

mengetahui potensi- suatu, senyawa; terhadap aktivitas mikroba - dengan
menetukan Konsentrasi - Hambat Minimal (KHM),. yaitu konsentrasi terkecil
dari zat antibakteri uji yang menghambat pertumbuhan mikroba uji (25).
Metode dilusi dapat dilakukan dengan :
a) Penipisan Lempeng Agar

Cara yang dilakukan adalah dengan membuat seri pengenceran kelipatan

dua zat antibakteri dalam media agar yang masih cair, kemudian
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dituangkan ke dalam cawan petri. Bakteri uji diinokulasikan setelah
campuran media agar dan zat uji membeku dan kering, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Aktivitas zat uji ditentukan
dengan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) (45).

b) Pengenceran Tabung
Cara ‘yang' dilakukan adalah dengan membuat ‘seri* pengenceran zat
antibakyeri pada medium cair ditambhakan dengan bakteri uji. Larutan
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Aktivitas zat uji
ditentukan dengan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM). Dengan cara
melihat media cair yang tetap terlihat jernih dibandingkan dengan kontrol
setelah diinkubasi (45).

2.8. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi adalah metode pemisahan senyawa yang terdapat dalam sampel
yang terdistribusi dalam dua fase yaitu fase gerak dan fase diam. Fase gerak dapat
berupa cairan ataupun gas. Sementara fase diam dapat berupa padatan atau cairan
yang diletakkan di atas padatan atau gel. Kromatografi dapat digunakan dalam
berbagai bidang, diantaranya dalam bidang industri untuk pemurnian bahan seperti

gula, unsur-unsur rare earths dan bahan obat (46).

Kromatografi lapis tipis merupakan metode kromatografi yang berlandaskan
pada prinsip penyerapan (absorpsi) pada fase gerak dan fase diam. Pemisahan
terjadi disebabkan adanya perbedaan kepolaran antara komponen senyawa dalam
campuran. dengan fase gerak -dan-fase -diam. Perbedaan. kepolaran -ini akan
menyebabkan pemisahan yang dapat diamati melalui bercak atau noda yang
terbentuk dengan nilai Rf yang berbeda tergantung kecepatan migrasi senyawa
dalam fase diam. Rf merupakan jarak yang ditempuh noda terhadap panjang
lintasan yang dilalui fase gerak. Dimana nilai Rf inilah yang akan digunakan dalam

identifikasi senyawa hasil pemisahan menggunakan KLT (47).

24



2.9. Media Pertumbuhan Bakteri
2.9.1. Definisi Media

Media adalah sarana pertumbuhan yang mengandung nutrisi yang

dibutuhkan oleh mikroorganisme sebagai makanannya. Mikroorganisme

dalam pertumbuhannya membutuhkan unsur logam seperti natrium,

kalium, kalsium, magnesium, mangan, besi; seng, tembaga, fosfor, kobalt,

hidrogen, oksigen dan sulfur (48).

Persyaratan yang harus dipenuhi dalam penyiapan medium supaya

mikroorganisme dapat tumbuh baik adalah (49) :

a.
b.

Mengandung semua nutrisi yang mudah digunakan oleh mikroba
Mempunyai tekanan osmose, tegangan permukaan, dan pH yang
sesuali

Tidak mengandung zat-zat penghambat

Steril

2.9.2. Macam-macam Media Pertumbuhan Bakteri

Berdasarkan penyusunnya media dibedakan menjadi 2, yaitu (50) :

a.

Media Sintesis

Yaitu media yang terdiri dari bahan-bahan yang telah diketahui
komposisinya seperti media Nutrient Agar

Media Alami

Yaitu media yang terdiri dari bahan-bahan alami seperti jagung dan

umbi-umbian.

Berdasarkan konsistensinya media dibedakan menjadi:3, yaitu (49):

a.

Medium Cair

Yaitu medium yang hanya mengandung nutrient-nutrien yang
dilarutkan dalam aquades. Medium ini digunakan untuk perbanyakan
mikroorganisme dalam jumlah besar, uji fermentasi, dan berbagai uji

lainnya.
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Contoh medium cair adalah Nutrient Broth (NB), glukosa broth, dll
b. Medium Semipadat
Yaitu medium yang konsentrasi bahan pemadat lebih sedikit sehingga
konsistensinya seperti jeli. Medium semisolid terutama digunakan
untuk eksperimen motilitas mikroorganisme ataupun hidrolisis gelatin.
c. Medium Padat
Yaitu ‘medium yang mengandung nutrient-nutrien’ yang dilarutkan
dalam aquades ditambah bahan pemadat yaitu agar. Media padat sering
digunakan untuk isolasi mikroorganisme, uji aktivitas biokimiawi,
perhitungan jumlah mikroorganisme, dan lain-lain.
2.9.3. Jagung
Jagung (Zea mays L.) adalah tanaman terpenting ketiga di dunia, setelah
gandum dan beras. Jagung menyediakan nutrisi bagi manusia dan hewan yang
berfungsi sebagai bahan baku dasar produksi pati, minyak, protein, minuman
beralkohol, pemanis makanan dan bahan bakar.
Kandungan nutrisi yang ada pada jagung adalah sebagai berikut :
a. Biji Jagung
Biji jagung mengandung 70% karbohidrat, 10% protein, 2,3% serat
kasar, 1,4% zat lain seperti vitamin A, vitamin E, riboflavin dan asam
nikotinat. Biji jagung cocok untuk dijadikan sebagai sumber karbon pada
bakteri untuk menghasilkan metabolit antibiotik (18).
b. Tongkol Jagung
Tongkol jangung mengandung 40% karbohidrat, 5,85 lignin, 2,5%
protein, 2,1% pati, 0,7% lemak dan fenol (19).
c. Rambut Jagung
Rambut jagung mengandung protein, karbohidrat, serat, beberapa

vitamin seperti vitamin B, vitamin C dan vitamin K (51).
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2.10. Bakteri Uji
Pada penelitian ini digunakan 3 spesies bakteri uji. Bakteri uji yang
digunakan yang diketahui bersifat patogen terhadap manusia. Bakteri uji yang
digunakan adalah bakteri kelompok Gram positif (Staphylococcus aureus),
kelompok Gram negatif (Escherichia coli) dan bakteri resisten (MRSA).
2.10.1. Staphylococcus@aureus (S.aureus)
Klasifikasi Staphylococcus aureus (S.aureus)sebagai berikut (52):
Domain : Bacteria

Kingdom : Eubacteria

Phylum : Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus : Staphylocococcus
Species : Staphylococcus aureus

Bakteri Staphylocaccus adalah bakteri berbentuk bulat dimana koloni
mikroskopik cenderung berbentuk menyerupai buah anggur. Menurut bahasa
Yunani, Staphyle berarti anggur dan coccus berarti bulat atau bola. Salah satu
spesies menghasilkan pigmen berwarna kuning emas sehingga dinamakan
aureus (berarti emas, seperti matahari). Bakteri ini dapat tumbuh dengan atau
tanpa bantuan oksigen (53).

Staphylococcus aureus bersifat koagulase positif, yang membedakannya
dari spesies lain. Staphylococcus aureus merupakan patogen utama untuk
manusia.’ Hampir _setiap orang akan mengalami_beberapa " jenis infeksi
Staphylococcus aureus sepanjang hidup, dengan kisaran keparahan dari
keracunan makanan atau infeksi kulit minor hingga infeksi berat yang

mengancam jiwa (54).
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2.10.2. Escherichia coli (E.coli)
Klasifikasi Escherichia coli (E.coli)sebagai berikut (55):

Domain  : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo - Entrobacteriales
Fami|y . Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli

E.coli merupakan bakteri yang hidup dalam saluran pencernaan hewan
berdarah panas termasuk hewan menyusui dan burung-burung. Bakteri ini
pertama kali diisolasi pada tahun 1885 oleh Theodor Escherich dan dinamai
sesuai dengan nama penemunya. Klasifikasi bakteri menurut Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology, volume | section 5, family Enterobacteriaceae
memiliki 14 genera, yaitu Escherichia, Shigella, Citrobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Erwinia, Serratia, Hafnia, Edwardiella, Proteus, Providencia,
Morganella dan Yersinia (55).

E.coli merupakan bakteri gram negative batang. Sel E.coli memiliki
ukuran panjang 2,6-6,0 mikro dan diameter 1,1-1,5 mikro, tunggal atau
berpasangan dan bersifat non motil atau motil dengan peritrikus flagella.
Beberapa galur E.coli bersifat aerogenik dan kebanyakan dapat melakukan
fermentasi terhadap laktosa, hanya beberapa yang tidak dapat melakukannya,
atau melakukannya secara lambat. Jumlah guanin dan cytosine (G+C) dari
DNA adalah;50-51 mol% (55).

Pertumbuhan optimum E.coli pada pH 7,0-7,5 dan kisaran pH
pertumbuhan 4,0-9,0. Pertumbuhan E.coli dalam keju paling tinggi dipengaruhi
oleh pH, kemudian diikuti oleh konsentrasi garam NaCl dan temperatur.
Pertumbuhan patogenik E.coli berkisar pada pH 4,4-8,5. E.coli sangat sensitif
terhadap panas dan dapat diinaktifkan pada temperatur pasterisasi atau selama
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pemasakan makanan. Kisaran temperatur pertumbuhan berkisar antara 10-
40°C. Temperatur minimum untuk pertumbuhan E.coli ada yang mencapai
4°C. Temperatur pertumbuhan E.coli patogen berkisar pada 10-48°C dengan
temperatur optimum 37°C (55).

2.10.3. Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

Methicillin_Resistant Staphylacoccus aureus (MRSA) merupakan strain
dari Staphy‘lococ'cus aures yang resisten terhadap antimikroba golongan -
laktam, diantaranya dari golongan penisilin. Bakteri MRSA juga dapat menyebar
di tempat-tempat umum seperti gym, loker, pasar, dan perabot rumah tangga.
Mekanisme resistensi ini terjadi melalui dua mekanisme yaitu produksi enzim 3-
laktamase dan gen mecA (56).

MRSA dapat dideteksi dengan melakukan uji kepekaan terhadap
antibiotik Methicillin atau Oxacilin, sedangkan untuk pengobatan obat yang
biasa digunakan adalah vankomisin. VVankomisin bekerja dengan melibatkan
penghambatan  sintesis , mukopeptida dinding sel bakteri, sehingga
mengakibatkan peptidoglikan menjadi lemah dan sel menjadi mudah hancur.
Efek samping pemberian vankomisin adalah iritasi terhadap jaringan, menggigil,
demam, ototoksisitas dan neurotoksisitas (56).

Resistensi terhadap bakteri patogen dengan penggunaan antibiotik dalam
waktu jangka panjang dapat merugikan penderita yang mengakibatkan bakteri
resistensi terhadap antibiotik. Kejadian ini menjadi masalah besar dalam bidang
kesehatan. Beberapa bakteri Gram negatif dan Gram positif yang patogen

opertunis menjadi resisten terhadap semua antibiotik (57).
2.11. Kloramfenikol

Karakteristik kloramfenikol digunakan sebagai antibakteri pembanding adalah
sebagai berikut :
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2.11.1. Rumus Struktur

I

Y

I----0----0

H
C——CH,0H
N

HCOCHCI,

Gambar 2. 2 Rumus Struktur Kloramfenikol (58).

2.11.2. Rumus Kimia
C11H12CI2N20s (58).
2.11.3. Nama Lain
D-treo-(-)-2,2-Dikloro-N-[B-hidroksi-a-(hidroksimetil)-p-nitrofenetil]
asetamida (58).
2.11.4. Pemerian
Hablur halus berbentuk jarum atau lempeng memanjang; Putih hingga
putih kelabu atau putih kekuningan; Larutan praktis netral terhadap
lakmus P; stabil dalam larutan netral atau larutan agak asam (58)
2.11.5. Kelarutan
Sukar larut dalam air; mudah larut dalam etanol, dalam propilen glikol,
dalam aseton dan dalam etil asetat (58).
2.11.6. Ph
Antara 4,5 dan 7,5 (58).
2.11.7. Wadah dan Penyimpanan .

Dalam wadah tertutup rapat. Simpan ditempat sejuk dan kering (58).

Kloramfenikol adalah antibiotik yang bersifat bakteriostatik dan mempunyai
spectrum luas. Kloramfenikol pertama kali diisolasi dari Streptomyces venezuelae,
sekarang telah dapat dibuat melalui sintesis total, yang metodanya relative lebih
sederhana dan biayanya lebih murah disbanding cara ekstraksi media fermentasi.

Kloramfenikol efektif terhadap riketsia dan konjungtivitis akut yang disebabkan
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oleh mikroorganisme, termasuk Pseudomonas sp. kecuali Pseudomonas aeruginosa.
Senyawa juga efektif untuk pengobatan infeksi berat yang disebakan oleh bakteri
Gram positif dan Gram negatif, seperti Bacteroides fragilis, Haemophylus
influenza, Neisseria meningitides dan Streptococcus pneumonia, yang telah kebal
terhadap turunan penisilin (59).

Hingga saat.ini kloramfenikol'banyak digunakan‘untuk pengobatan penyakit
tifus. Selain itu, antibiotik ini juga bermanfaat untuk pengobatan kolera, batuk
rejan, dan beberapa penyakit infeksi lainnya. Kloramfenikol dapat diberikan secara
oral, rektal, atau dalam bentuk salep. Karena kelarutannya dalam air kecil,
pemberian kloramfenikol secara parenteral sulit dilakukan (34).
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BAB I11. PELAKSANAAN PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan April sampai Oktober 2021 di
Laboratorium Mikrobiologi Farmasi dan Laboratorium Biota Sumatera, Universitas
Andalas.

3.2. Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Erlenmeyer (Pyrex®),
gelas ukur (Pyrex®), tabung reaksi (Pyrex®), rak tabung reaksi, cawan Petri
(Pyrex®), plastik wrap, lampu spiritus, hotplate (Cimarec®), beaker glass
(Pyrex®), paper disc (Advantec®), corong pisah, vortex (Etech®), jangka sorong,
McFarland densitometer (DEN-1B®), benang jagung, jarum ose, penggaris,
pinset, pipet mikro (Dragon Lab®), batang pengaduk, pipet volumetric, lemari
aseptik, timbangan analitik (Shimadzu-AUX 220®), kapas, kain kasa, bejana
Kromatografi Lapis Tipis' (KLT), Autoklaf (Hirayama®), incubator shaker
(Mammert®), Laminar Air Flow (Innotech®), rotary evaporator (IKA®), vial, plat
tetes, spatel, oven (Kirin®), alumunium foil, lampu UV (Chromatographic
Merck®).

3.2.2.Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel daun
rambutan (Nephelium lappaceum L.), Jagung, (Zea mays L.), Nutrient. Agar
(Merck®), ' Mueller Hinton Agar (Oxoid®), aquadest, NaCl fisiologis 0,9%
(Otsuka®), alkohol 70%, etil asetat, larutan MgSO4.7H20 1 M, larutan dapar
fosfat, larutan mikroelemen (2,78 g FeSO4.7H.0; 1,98 g, MnCl2.4H20; 2,81 ¢
CuS04.7H20; 1,67 g CaCl.2H20; 0,17 g CuCly; dan 0,29 g ZnSO4.7H,0 dalam 1
liter HCI 0,1 N), blank disc (Ox0id®) dan kloramfenikol disc (Oxoid®).
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3.2.3. Mikroba Uji

Mikroba uji yang digunakan adalah bakteri Gram negatif Escherichia coli
ATCC 8739, bakteri Gram positif Staphylococus aureus ATCC 25923, dan
bakteri resisten Methicilin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
43300.

3.3. Prosedur Penelitian
3.3.1. Pengambilan Sampel
Sampel daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) diambil di Kebun
Tanaman Obat (KTO) Universitas Andalas. Sampel daun rambutan (Nephelium
lappaceum L.) dimasukkan dalam kantong plastik dan dibawa ke Laboratorium

Mikrobiologi Farmasi Universitas Andalas.

3.3.2. ldentifikasi Sampel
Sampel daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) yang telah diambil
diidentifikasi di Herbarium Universitas Andalas Padang (ANDA).

3.3.3. Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat-alat yang akan digunakan dicuci bersih dan dikeringkan. Alat kaca
seperti cawan Petri, gelas ukur, tabung reaksi, dan Erlenmeyer ditutup mulutnya
dengan kapas yang telah dibungkus dengan kain kassa, lalu dibungkus dengan
kertas alumunium foil. Kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C,
tekanan 1 atm selama 15 menit. Alat besi seperti pingset dan jarum ose
disterilkan dengan cara flambier pada lampu spiritus. Laminar Air Flow (LAF)

disterilkan dengan cara menyalakan lampu UV selama 15-30 menit.
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3.3.4. Pembuatan Larutan

3.3.4.1. Larutan MgSO4.7H20 1 M

Larutan MgS04.7HO 1 M dibuat dengan melarutkan 61,5 ¢
MgSQO4.7H20 1 M ke dalam 250 ml aquadest. Kemudian disterilkan dengan
autoklaf pada suhu 121 °C dengan tekanan 15 Ibs selama 15 menit (60).
3.3.4.2. Larutan Dapar-Fosfat pH 7

Larltan dapar fosfat pH 7 dibuat dengan cara melarutkan 3,7 g KH2PO.
dan 5,8 g KH2PO4 ke dalam 1 liter air suling, pH larutan diatur hingga
mendekati 7. Jika pH kurang dari 7 maka dinaikkan dengan menambahkan
NaOH 0,1 M. kemudian larutan dapar fosfat disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 15 menit (61).

3.3.4.3. Larutan Mikroelemen

Larutan mikroelemen dibuat dengan cara melarutkan sebanyak 2,78 g
FeS0,.7H20; 1,98 g, MnCl2.4H20; 2,81 g CuS04.7H20; 1,67 g CaCl.2H.0;
0,17 g CuCly; dan 0,29°g ZnS04.7H20 ke dalam 1 liter HCI 0,1 N. Larutan
mikroelemen ini disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 15
Ibs selama 15 menit (61).

3.3.4.4. Larutan Mc Farand 0,5%

Larutan Mc Farland 0,5% dibuat dengan cara mencampurkan 0,05 mL
BaCl, 1% dengan 9,95 mL larutan H2SO4 1% pada tabung reaksi, lalu dilihat
tingkat kekeruhannya dengan perkiraan jumlah bakteri 1,5 x 108 mL. Larutan
harus dikocok setiap akan digunakan, untuk membandingkan suspensi- bakteri
(62).

3.3.5. Pembuatan Media
3.3.5.1. Nutrient Agar (Merck®)
Ditimbang serbuk Nutrient Agar sebanyak 20 gram, lalu dilarutkan

dalam 1 liter aquadest dalam Erlenmeyer. Kemudian dipanaskan di atas
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hotplate sambil diaduk hingga terbentuk larutan jernih. Mulut Erlenmeyer
ditutup dengan kapas yang sudah dibalut dengan kain kassa. Kemudian
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15 Ibs, selama 15
menit.

3.3.5.2. Mueller Hinton Agar (Oxo0id®)

Ditimbang serbuk Mueller Hinton Agar;sebanyak 38 g, lalu dilarutkan
dalam 1 liter aquadest dalam Erlenmeyer. Kemudian® dipanaskan di atas
hotplate sambil diaduk hingga terbentuk larutan jernih. Mulut Erlenmeyer
ditutup dengan kapas yang sudah dibalut dengan kain kassa. Kemudian
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 15 Ibs, selama 15

menit.

3.3.6. Penyiapan Media Fermentasi
3.3.6.1. Pembuatan Sumber Karbon

a. Biji Jagung

Biji jagung sebanyak 50 g diblender, lalu dimasukkan ke dalam
aquadest 1000 mL, dipanaskan pada suhu 50°C selama 15 menit,
selanjutnya diangkat dan disaring. Filtrat biji jagung yang diperoleh dibagi
dalam konsentrasi 5%, 10% dan 15% dalam 100 mL v/v, kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit (63).
b. Rambut Jagung

Rambut jagung sebanyak 50 g dipotong kecil, kemudian dimasukkan
ke dalam aquadest 1000 mL, dipanaskan pada suhu 50°C selama 15 menit,
selanjutnya diangkat dan. disaring: Filtrat rambut jagung yang. diperoleh
dibagi dalam konsentrasi 5%, 10% dan 15% dalam 100.mL v/v, kemudian
disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit (63).
c. Tongkol Jagung

Tongkol jagung sebanyak 50 ¢ dipotong kecil, kemudian
dimasukkan ke dalam aquadest 1000 mL, dipanaskan pada suhu 50°C

selama 15 menit, selanjutnya diangkat dan disaring. Filtrat tongkol jagung
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diperoleh dibagi dalam konsentrasi 5%, 10% dan 15% dalam 100 mL v/v,
kemudian disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit
(63).
3.3.6.2. Pembuatan Sumber Nitrogen
Sumber nitrogen dibuat dengan melarutkan 1,1 g (NH4).2HPO4 ke dalam 1
L aquadest. Sumber.nitregen disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C dan

tekanan 15'Ibs selama 15 menit (60).

3.3.6.3. Pembuatan Medium Fermentasi

Medium pertumbuhan bakteri yaitu medium mineral spesifik dengan
komposisi untuk 100 mL medium adalah sebagai berikut : sumber karbon
dengan variasi kadar 5%, 10% dan 15% v/v. Sumber nitrogen (NH4).2HPO4 10
mL, MgSOs.7H.0 1 M 10 mL, larutan mikroelemen 1 mL dan larutan
aquadest dapar fosfat ad 100 mL (60).

3.3.7. Isolasi Bakteri Endofit

Sampel daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) dicuci bersih
menggunakan air mengalir, lalu dikeringkan. Selanjutnya disterilisasi permukaan
menggunakan natrium hipoklorit selama 2 menit, alkohol 70% selama 2 menit,
dan dibilas menggunakan aquadest steril sebanyak 3 kali. Sampel dikeringkan
menggunakan tisu steril. Untuk memastikan sterilisasi permukaan berhasil, air
bilasan terakhir diinokulasi pada media NA, lalu diinkubasi pada suhu 37°C di
inkubator selama 48 jam.

Setelah dilakukan sterilisasi permukaan, sampel dipotong dengan ukuran
1-2 cm menggunakan gunting steril. Sampel yang' telah dipotong-diletakkan di
cawan Petri yang sudah berisi media NA. Kemudian diinkubasi selama 24-48
jam. Koloni yang tumbuh dengan bentuk yang berbeda dengan koloni lainnya
dianggap sebagai isolat berbeda. Koloni bakteri dimurnikan sampai diperoleh

isolat murni pada media NA yang baru.
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3.3.8. Pemurnian Isolat Bakteri Endofit

Pemurnian bakteri endofit dilakukan dengan cara memindahkan satu per
satu isolat bakteri yang berbeda dari media NA lama ke media NA baru dalam
cawan Petri. Jika masih ada koloni yang berbeda secara makroskopis pada media

maka harus dilakukan pemisahan kembali untuk mendapatkan isolat murni.

3.3.9. Pemblatan Suspensi Isolat Bakteri Endofit

Suspensi isolat bakteri endofit dibuat dengan cara mengambil 1-2 ose
bakteri dari stok agar miring, lalu dimasukkan ke dalam 10 mL larutan NaCl
fisiologis 0,9% steril, selanjutnya di vortex sampai homogen dan dibandingkan
dengan Mc Farland 0,5 (64).

3.3.10. Pembuatan Starter Inokulum

Inokulum dibuat dengan memindahkan suspensi isolat bakteri endofit
sebanyak 10 mL ke dalam Erlenmeyer 250 mL, lalu ditambahkan media
pertumbuhan hingga 100 mL dengan larutan dapar pH 7. Selanjutnya di shaker
pada suhu 30°C dengan kecepatan 120 rpm selama 24 jam (65).

3.3.11. Optimasi Sumber Inokulum Isolat Bakteri Endofit pada Variasi

Media Fermentasi

Sumber inokulum dari isolat bakteri endofit dibuat dalam konsentrasi
5% (v/v). Sebanyak 5 mL inokulum isolat bakteri endofit yang telah dishaker
dimasukkan ke dalam media pertumbuhan bakteri endofit yang berisi 100 mL
media dan konsentrasi media yang berbeda (5%, 10% dan 15%). Selanjutnya
media dishaker pada-suhu 37°C dalam rotary shaker ‘incubator dengan
kecepatan 120 rpm dalam variasi waktu 30 jam, 36 jam, 42 jam, 48 jam dan 54
jam (66).
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3.3.12. Pemisahan Biomassa dan Supernatan

Proses pemisahan biomassa dan supernatan dilakukan dengan proses
sentrifugasi menggunakan alat sentrifus. Media yang telah difermentasi
disentrifus dengan kecepatan 6.000 rpm selama 15 menit. Lapisan bening
supernatan dipisahkan dari endapan biomassa dengan cara pemipetan. Lapisan
supernatan - diekstraksi - ymenggunakan etk r asetat, sedangkan biomassa
dikeringkan‘ dengan oven untuk ditentukan berat kering ‘kandungan sumber
karbon (66).

3.3.13. Uji Aktivitas Antibakteri

3.3.13.1. Peremajaan Bakteri Uji

Bakteri uji yang digunakan adalah S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC
8739 dan MRSA ATCC 43300. Bakteri uji dari stok kultur murni dipindahkan
ke dalam media agar miring (NA) dengan metode gores. Diambil biakan
bakteri uji menggunakan jarum ose dan digoreskan pada permukaan agar
miring, kemudian diinkubasi selama 24-48 jam jam pada suhu 37°C.
3.3.13.2. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Koloni yang tumbuh diambil sebanyak 1-2 ose kemudian disuspensikan
ke dalam NaCl fisiologis steril. Dihomogenkan menggunakan vortex sampai
kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 Mc-Farland pada latar
belakang hitam dan cahaya terang.
3.3.13.3. Uji Aktivitas Antibakteri

Media yang telah difermentasi diambil sebanyak 1 mL menggunakan
mikropipet, kemudian dimasukkan ke dalam mikrotube dan disentrifusgasi
degan_ kecepatan .10.000 rpm selama 15 menit.-Setelah ‘disentrifus, bagian
supernatan yang terbentuk diuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 8739 dan MRSA ATCC 43300 dengan
menggunakan metode difusi. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan
menggoreskan suspensi bakteri uji ke media MHA yang memadat. Kemudian
dipipet 10 ul supernatan ke kertas cakram. Lalu cakram diletakkan di
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permukaan agar yang telah memadat. Inkubasi dilakukan selama 24 jam pada
suhu 37°C. Kontrol positif menggunakan kloramfenikol 30ug/disk dan kontrol
negatif menggunakan aquadest steril. Setelah diinkubasi dilihat apakah
terbentuk zona bening disekitar kertas cakram. Hasil dinyatakan positif
memiliki aktivitas antibakteri apabila terbentuk zona bening disekitas kertas
cakram (67).

3.3.14. Fraksinasi Metabolit Sekunder dari Isolat Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas antibakteri, selanjutnya
dilakukan ekstraksi. Ekstraksi dilakukan dengan cara supernatan bakteri endofit
ditambahkan pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:1 v/v. Kemudian
dimaserasi selama 3 hari. Campuran supernatan dan etil asetat dipindahkan ke
dalam corong pisah untuk memisahkan ekstrak etil asetat. Dikocok dan diamkan
hingga terbentuk dua lapisan. Lapisan atas (ekstrak etil asetat) diuapkan

menggunakan rotary evaporator (68).

3.3.15. Profil Kromatografi Lapis Tipis

Pemeriksaan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan —untuk
menunjukkan jumlah komponen senyawa yang terkandung pada ekstrak
metabolit sekunder dari isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas sebagai
antibakteri. Jumlah komponen senyawa yang terkandung dapat dilihat dari
bercak yang terbentuk dan penentuan nilai Rf. Fase gerak yang digunakan
adalah Etil asetat : Metanol (9:1 ). Penampak bercak menggunakan lampu UV
dengan Panjang gelombang 254 nm, dan 365 nm. Bercak dilihat dibawah UV
kemudian diukur nilai Rf-nya (69).

3.3.16. Pemeriksaan Metabolit Sekunder
3.3.16.1. Uji Alkaloid
Pemeriksaan alkaloid menggunakan metode Culvenor-Fitzgerald.

Sampel dicampur dengan 5 mL kloroform dan 5 mL amoniak kemudian
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dipanaskan, dikocok, dan disaring. Ditambahkan 5 tetes asam sulfat 2N pada
masing-masing filtrat, kemudian dikocok dan didiamkan. Bagian atas dari
masing-masing filtrat diambil dan diuji dengan pereaksi Mayer, Wagner dan
Dragendorf. Hasil positif alkaloid apabila terbentuk endapan jingga, cokelat,
dan putih (70).
3.3.16.2. Uji Flavonoid- {

Pemériksaan flavonoid menggunakan metode Shinoda Test. Sebanyak 2
mL ekstrak dilarutkan dalam 2 mL etanol lalu dipanaskan. Kemudian
ditambahkan sedikit serbuk magnesium dan 10 tetes HCI pekat. Hasil positif
flavonoid apabila terbentuk larutan berwarna merah jingga sampai merah ungu
(71).

3.3.16.3. Uji Polifenol (Tanin)

Sebanyak 1 mL ekstrak ditambahkan dengan beberapa tetes larutan
Fe(ll1) klorida 10%. Hasil positif polifenol apabila terbentuk warna biru tua,
biru kehitaman atau hitam kehijauan (72).

3.3.16.4. Uji Saponin

Sebanyak 2 mL ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 10 mL air panas lalu didinginkan, kemudian dikocok kuat-kuat
selama 10 detik lalu ditambahkan 1 tetes HCL 2N. Hasil positif saponin
apabila terbentuk buih yang stabil setinggi 1-10 cm selama tidak kurang dari 10
menit (73).

3.3.16.5. Uji Steroid dan Terpenoid

Pemeriksaan steroid dan terpenoid, menggunakan metode Simes. Test.
Sebanyak 2 mL ekstrak dilarutkan dalam 5 mL kloroform dan 5 mL air dalam
tabung reaksi, lalu dikocok dan diamkan beberapa menit sampai terbentuk
lapisan. Lapisan kloroform digunakan untuk pemeriksaan terpenoid dan steroid
dengan menambahkan 10 tetes asam asetat anhidrat. Hasil positif terpenoid
apabila terbentuk warna merah, hasil positif steroid apabila terbentuk warna
biru (74).
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Isolasi Bakteri Endofit

Daun rambutan (Nephelium lappaceum L.) diperoleh dari Kebun Tanaman
Obat (KTO) Universitas Andalas., Kemudian diidentifikasi di Herbarium ANDA
Universitas Andalas. Bakteri ~endofit diisolasi dari bagian’ daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.). Daun rambutan dicuci dengan air mengalir kemudian
dilakukan sterilisasi permukaan. Sterilisasi permukaan bertujuan untuk mencegah
adanya kontaminasi dari mikroba lain. Sterilisasi permukaan dilakukan dengan cara
daun rambutan dicuci menggunakan air mengalir, direndam dengan natrium
hipoklorit selama 2 menit, alkohol 70% selama 2 menit, kemudian dibilas dengan
aquadest steril sebanyak 3 kali. Tujuan daun direndam dengan natrium hipoklorit
adalah untuk membunuh mikroba pada permukaan sampel, sedangkan alkohal 70%
berfungsi sebagai antiseptik. (75) (76)

Daun rambutan yang: steril dipotong dengan pisau steril sepanjang 2 cm
kemudian ditanam pada media NA dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C .
Sebagai kontrol, digunakan air bilasan terakhir yang diinkubasi dalam cawan Petri
berisi media NA. Tujuannya adalah untuk menguji keefektifan sterilisasi
permukaaan. Apabila tidak ada kontaminasi pertumbuhan mikroba pada kontrol,
maka proses sterilisasi berhasil (75).

Setelah daun rambutan diinkubasi selama 48 jam, bakteri endofit yang
tumbuh disekitar daun dimurnikan dengan memindahkan bakteri ke media NA baru
hingga diperoleh isolat murni. Dilakukan pemilihan koloni bakteri yang dimurnikan
berdasarkan, pengamatan: - secara -makroskopis  atau bentuk. morfologi. Pada
penelitian ini, didapatkan enam isolat bakteri endofit dari daun rambutan
(Nephelium lappaceum L.) seperti pada Tabel 4.1. Isolat yang diperoleh yaitu
sebanyak enam isolat dengan bentuk makroskopis yang berbeda satu sama lainnya,

diantara isolatnya adalah sebagai berikut :
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Tabel 4. 1 Morfologi Isolat Bakteri Endofit Daun Rambutanambutan (Nephelium

lappaceum L.)

Gambar

No | Kode Sampel
1 Isolat 1

1

UIN
2 Isolat 2
3 Isolat 3

Morfologi

Warna  koloni  putih

_ | kekuningan.

' Perrrikaan bergerigi.

Tekstur berlendir

Warna koloni putih susu
Permukaan begerigi
Tekstur halus, mudah

diambil dengan ose

Warna koloni putih
Permukaan tidak merata

Tekstur kasar
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4 Isolat 4 Warna koloni putih susu
Permukaan sedikit rata
Tekstur berlendir

UNI \LAS

5 Isolat 5 Warna koloni = putih
kekuningan
Permukaan merata
Tekstur halus, mudah
diambil dengan ose

6 Isolat 6 Warna koloni = putih
kekuningan
Permukaan merata,
menonjol bagian ujung
Tekstur berlendir

Berdasarkan Tabel 4.1 pengamatan isolat bakteri éndofit dilakukan secara
makroskopis. Pengamatan makroskopis dilakukan dengan cara mengamati bentuk
dan warna dari koloni isolat bakteri. Terbagi menjadi tiga yaitu pemngamatan dari
atas untuk bentuk koloni secara menyeluruh, pengamatan dari atas untuk bentuk

tepi koloni dan pengamatan dari samping untuk tinggi koloni (75).
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4.2. Fermentasi Isolasi Bakteri Endofit

Fermentasi isolat bakteri endofit daun rambutan (Nephelium lappaceum L.)
menggunakan media berbasis jagung. Bagian jagung yang digunakan terdiri dari
biji, rambut dan tongkol jagung. Jagung memiliki kandungan nutrisi yang cocok
sebagai sumber karbon untuk media pertumbuhan. Biji jagung mengandung 70%
karbohidrat, 10% protein dan2;3% serat Kasar; tongkol jagung mengandung 40%
karbohidrat, 5;85%' lignin, 2,5% protein; rambut jagung menhgandung protein,
karbohidrat dan serat. Sumber karbon jagung dibuat dengan memvariasikan
konsentrasi yaitu 5%, 10% dan 15% (18).

Media fermentasi terdiri dari sumber karbon, sumber nitrogen, larutan
mikroelemen, larutan MgSO4.7H20 dan dapar fosfat pH 7. Dimana sumber karbon
merupakan  sumber energi yang dibutuhkan mikroorganisme  untuk
pertumbuhannya, sumber nitrogen berfungsi dalam sintesis protein, larutan
mikroelemen dan MgSO4.7H20 sebagai faktor penunjang dalam reaksi biokimia
didalam sel, dan larutan dapar fosfat sebagau larutan penyangga (77) (78).

Fermentasi dilakukan menggunakan alat incubator shaker dengan kecepatan
200 rpm pada suhu 37°C selama 54 jam dengan waktu cuplik 30, 36, 42, 48 dan 54
jam. Pencuplikan dilakukan untuk menentukan waktu pertumbuhan bakteri paling
optimum. Hal ini dikarenakan bakteri endofit yang diisolasi belum diketahui jenis
dan waktu fase stasionernya. Pada fase stasioner, isolat bakteri endofit berada pada
fase akhir siklus pertumbuhan sel. Akibatnya nutrisi dalam media berkurang dan
terjadi persaingan antara bakteri, sehingga mikroorganisme menghasilkan metabolit
sekunder untuk mempertahankan diri (43) (68)

Hasil fermentasi disentrifus dengan kecepatan 6000 rpm selama 15 menit untuk
memisahkan supernatan-dan  biomassa. Pemisahan - supernatan ‘dan biomassa
dilakukan agar mikroorganisme dapat mensekresikan metabolit sekunder ke luar sel
selama proses fermentasi. Supernatan digunakan uji aktivitas antibakteri dan
ekstraksi, sedangkan biomassa digunakan untuk menentukan berat sel bakteri yang

terbentuk selama proses fermentasi.
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Tabel 4. 2 Hasil Biomassa Bakteri Endofit Daun Rambutan (Nephelium lappaceum
L) yang Memiliki Aktivitas Antibakteri

Isolat Bakteri Media dan Waktu Pengukuran Berat (g)
Endofit konsentrasi (Jam)
Isolat 3 Biji jagung 15% 30 1,755 g
Isolat 4 Tongkol jagung 5% 42 1,241 ¢
Isolat 6 : Rambut jagung 10%, |, 48 | 0,678 g

Berdasarkan Tabel 4.2 hasil berat biomassa sel kering bakteri setelah
fermentasi ditentukan beratnya secara gravimetri menggunakan timbangan analitik.
Berat biomassa tertinggi terdapat pada isolat 3 dengan media biji jagung 15% pada
jam ke-30. Pada waktu dan media tersebut bakteri mengalami fase stasioner.
Besarnya biomassa yang terbentuk karena bakteri mampu beradaptasi dengan suhu

pertumbuhan dan nutrisi yang dimasukkan kedalam media fermentasi (43).

4.3. Kurva pertumbuhan bakteri (OD)

Kurva pertumbuhan “bakteri dilakukan dengan mengukur nilai Optical
Density (OD). Cara perhitungannya dengan mengukur nilai absorbansi dari media
yang difermentasi menggunakan spektrofotometer uv vis untuk melihat tingkat
kekeruhan. Kurva pertumbuhan digunakan untuk mengetahui kecepatan
pertumbuhan sel dan pengaruh lingkungan terhadap kecepatan pertumbuh an sel.
Pada penelitian ini digunakan panjang gelombang (A) 600 nm, dimana pada

panjang gelombang ini merupakan panjang gelombang yang optimal (79).

Isolat 3-Biji 15%

1,08
1,06
1,04
1,02

Absorban
=

0,98
0,96
0,94
0,92
Biji 15% Biji 15% Biji 15% Biji 15% Biji 15%

30 36 42 48 54
Waktu (Jam)




Gambar 4. 1 Kurva Pertumbuhan Bakteri Isolat 3 Biji Jagung 15%
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Gambar 4. 3 Kurva Pertumbuhan Bakteri Isolat 6 Rambut 10%
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Berdasarkan hasil penelitian, media fermentasi menggunakan biji jagung
mengalami peningkatan pertumbuhan selama fase stasioner. Hal ini dikarenakan
pada bagian biji jagung mengandung sumber karbohidrat yang lebih banyak dari
pada bagian tongkol dan rambut jagung. Biji jagung mengandung 70% karbohidrat,
10% protein, 2,3% serat kasar, 1,4% zat lain seperti vitamin A, vitamin E,
riboflavin dan asam nikotinaty Biji jagung. cocok untuk dijadikan sebagai sumber
karbon pada bakteri untuk menghasilkan metabolit antibiotik (18)

Pada Gambar 4.1 fase stasioner dari isolat 3 biji jagung 15% dimulai dari
jam ke 36, Gambar 4.2 isolat 4 tongkol jagung 5% mengalami fase stasioner pada
jam ke 36 dan Gambar 4.3 isolat 6 rambut jagung 10% mengalami fase stasioner
pada jam ke 42. Pada fase stasioner jumlah populasi sel tetap karena jumlah sel
yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati. Hal ini disebabkan oleh nutrisi
dalam media sudah berkurang yang menimbulkan persaingan antara bakteri,

sehingga merangsang produksi metabolit sekunder (68).

4.4. Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi agar Kirby-Bauer karena
pengerjaannya relatif sederhana dengan hasil yang cukup teliti. Bakteri uji yang
digunakan adalah Staphylococcus aureus ATCC 25923, Eschericia coli ATCC
8739, dan Methicillin Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 yang bersifat
patogen terhadap manusia. Kontrol positif menggunakan antibiotik kloramfenikol
30pg/disk karena memiliki spektrum kerja yang luas sehingga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan Gram negatif. Kontrol negatif menggunakan
aquadest steril karena aquadest, merupakan pelarut yang tidak memiliki aktivitas
antibakteri sehingga tidak-menghasilkan zona bening (80)

Hasil uji aktivitas antibakteri ditandai dengan terbentuk atau tidaknya zona
bening disekitar kertas cakram. Semakin luas zona bening yang terbentuk maka
semakin efektif sebagai senyawa antibakteri. Zona bening diukur diameter zona
hambatnya menggunakan jangka sorong dengan satuan millimeter (mm). Zona

hambat diklasifikasikan menjadi empat jenis berdasarkan kemampuannya
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menghambat bakteri uji yaitu lemah (<5 mm), sedang (5-10 mm), kuat (>10-20
mm) dan sangat kuat (>20 mm) (81).

Berdasarkan hasil penelitian, diameter zona hambat terhadap bakteri uji adalah
sebagai berikut :
Tabel 4. 3 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Isolat.|... Bakteri.uji ‘Media » /Waktu Rata-rata Diameter
: Fermentasi | Pengkulturan Hambat (mm) +
(Jam) Standar Deviasi
(STD)
Isolat | Escherichia Biji jagung 30 0,00 + 0,00
3 coli ATCC 5% 36 0,00 + 0,00
8739 42 0,00 + 0,00
48 0,00 + 0,00
54 0,00 + 0,00
Biji jagung 30 0,00 £ 0,00
10% 36 0,00 + 0,00
42 0,00 + 0,00
48 0,00 + 0,00
54 0,00 + 0,00
Biji jagung 30 10,39 £ 7,34
15% 36 9,30 £ 0,00
42 9,08 + 0,00
48 9,36 £ 0,00
54 9,74 +0,00
Rambut 30 0,00 + 0,00
jagung 5% 36 0,00 £0,00
42 0,00 + 0,00
48 0,00 + 0,00
54 0,00 + 0,00
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Rambut 30 0,00 £ 0,00
jagung 10% 36 0,00 + 0,00
42 0,00 + 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

“Rambut 30 8,38 + 0,00
jagung 15% 36 7,74+ 0,00
42 8,44 + 0,00

48 9,22 +0,00

54 0,00 + 0,00

Tongkol 30 0,00 + 0,00
jagung 5% 36 0,00 £ 0,00
42 0,00 + 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 = 0,00

Tongkol 30 0,00 + 0,00
jagung 10% 36 0,00 £ 0,00
42 9,27 £ 0,00

48 8,90 + 0,00

54 6,98 + 0,00

Tongkol 30 0,00 + 0,00
jagung 15% 36 6,29 + 0,00
42 7,09 £ 0,00

48 6,83 0,00

54 0,00 + 0,00

Isolat MRSA Biji jagung 30 6,38 £ 0,00
4 ATCC 5% 36 0,00 £ 0,00
42 0,00 + 0,00

48 0,00 + 0,00
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54 7,89 £ 0,00

Biji jagung 30 0,00 + 0,00

10% 36 0,00 + 0,00

42 0,00 + 0,00

48 0,00 £ 0,00

| 54 0,00 £ 0,00

Biji jagung 30 6,0+075

15% 36 7,03+0,34

42 7,50 £ 0,00

48 6,62 = 0,00

54 7,20 £ 0,00

Rambut 30 8,54 + 0,00

jagung 5% 36 9,86 £ 0,00

42 9,8 £ 0,00

48 7,84+ 0,00

54 8,15 + 0,00

Rambut 30 0,00 + 0,00

jagung 10% 36 0,00 £ 0,00

42 0,00 £ 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00+ 0,00

Rambut 30 0,00 £ 0,00

jagung 15% 36 0,00 + 0,00

42 0,00 +.0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

Tongkol 30 0,00 + 0,00

jagung 5% 36 6,52 + 0,00
42 13,36 + 0,098
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48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

Tongkol 30 0,00 £ 0,00

jagung 10% 36 0,00 £ 0,00

42 6,77 £ 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 0,00

Tongkol 30 0,00 £ 0,00

jagung 15% 36 0,00 £ 0,00

42 0,00 + 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

Isolat | Staphylococcus | Biji jagung 30 0,00 + 0,00
6 aureus 5% 36 0,00 £ 0,00
ATCC 42 0,00 + 0,00
48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

Biji jagung 30 0,00 £ 0,00

10% 36 0,00 + 0,00

42 6,23 £ 0,00

48 7,01 +£0,27

54 6,67 £ 0,00

Biji jagung 30 6,86 £ 0,00

15% 36 7,4+0,14

42 6,61 + 0,00

48 6,06 = 0,00

54 0,00 + 0,00

Rambut 30 6,09 = 0,00

jagung 5% 36 7,02 £0,54
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42 7,20 £ 0,00

48 0,00 £ 0,00

54 0,00 + 0,00

Rambut 30 6,82 + 0,00
jagung 10% 36 7,40 £ 0,00
42 8,46 + 0,65

48 9,74 + 2,06

54 8,44 + 0,63

Rambut 30 0,00 £ 0,00
jagung 15% 36 0,00 £ 0,00
42 0,00 £ 0,00

48 0,00 + 0,00

54 0,00 + 0,00

Tongkol 30 0,00 £ 0,00
jagung 5% 36 6,38 £ 0,00
42 6,75 = 0,00

48 6,03 £ 0,00

54 0,00 £ 0,00

Tongkol 30 9,16 + 0,00
jagung 10% 36 8,70+ 0,00
42 8,57 +£-0,00

48 9,88 + 0,00

54 7,93 £ 0,00

Tongkol 30 0,00.+0,00
jagung 15% 36 0,00 + 0,00
42 0,00 + 0,00

48 0,00 £ 0,00

54 0,00 + 0,00




Berdasarkan hasil pada Tabel 4.3 isolat 3, 4 dan 6 memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri uji. Isolat 3 (Gambar 4.4) memiliki aktivitas kuat
terhadap Eschericia coli (10,39 mm) pada media biji jagung 15% pada jam ke 30.
Isolat 4 (Gambar 4.5) memiliki aktivitas kuat terhadap MRSA (13,43 mm) pada
media tongkol jagung 5% pada jam ke 42. Isolat 6 (Gambar 4.6) memiliki aktivitas

kuat terhadap Staphylococcus-aureus (14,20) pada,media rambut 10% pada jam ke
. \\\\cﬁji\&@fﬁl {\2‘ F\%T%\L\k\'

A Diameter Zona Hambat Isolat 3 Biji 15%
Terhadap Escherichia coli

Gambar 4.

Gambar 4. 5 Diameter Zona Hambat Isolat 4
Tongkol 5% Terhadap MRSA
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Gambar 4. 6 Diameter Zona Hambat Isolat 6 Rambut 10%
Terhadap Staphlococcus aureus

Dari hasil uji aktivitas antibakteri diperoleh data diameter zona hambat yang
berbeda terhadap bakteri ‘,uji.. Perbedaan diameter zona hambat terhadap bakteri
Gram positif dan Gram negatif disebabkan karena memiliki komposisi dinding sel
yang berbeda. Menurut Pelczar & Chan (1986) struktur bakteri Gram positif relatif
sederhana dibandingkan bakteri Gram negatif sehingga senyawa mudah masuk ke
dalam sel bakteri Gram positif. Bakteri Gram negatif memiliki struktur yang
berlapis-lapis dan kandungan lemak yang tinggi sehingga tahan terhadap perubahan
lingkungan yang disebabkan oleh bahan kimia. Sedangkan bakteri Gram positif
memiliki dinding sel yang terdiri dari lapisan peptidoglikan dan lapisan lainnya
terdiri dari asam teikoat (32) (82).

Zona hambat yang terbentuk disekitar, kertas cakram menunjukkan bahwa
didalarh substrat; terdapat sényaWa yang bersifat‘ sebagai antibakteri. Besar atau
kecilnya zona hambat yang terbentuk pada uji aktivitas antibakteri tergantung dari
jenis dan konsentrasi zat aktif yang terkandung dalam substrat (biji, rambut dan
tongkol jagung). Penurunan diameter zona hambat terjadi karena isolat bakteri

masuk pada fase stasioner akibat kurangnya nutrisi pada media fermentasi (83).

54



Perbedaan diameter zona hambat dipengaruhi oleh waktu fermentasi dalam
menghasilkan metabolit sekunder. Aktivitas antibakteri tiap isolat dipengaruhi oleh
jumlah metabolit sekunder yang dihasilkan saat fermentasi dan jumlah isolat bakteri
yang dihasilkan pada fase stasioner. Pada fase stasioner terjadi persaingan untuk
mempertahankan diri dengan mengeluarkan metabolit sekunder, sehingga jumlah

sel yang tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati (84).

4.5. Fraksinasi Metabolit Sekunder

Ekstraksi dilakukan untuk menarik senyawa kimia atau metabolit sekunder
dari sampel menggunakan pelarut yang sesuai. Pada penelitian ini digunakan etil
asetat karena etil asetat merupakan pelarut semi polar yang dapat melarutkan
senyawa polar dan non polar, toksisitas rendah, dan mudah diuapkan. Etil asetat
memiliki titik didih yang relatif rendah yaitu 77°C. Penguapan etil asetat dapat
dilakukan dibawah titik didihnya yaitu suhu 50-60°C karena pompa vak