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kayu putih, serta mengetahui aktivitas sebagai antimikroba terhadap
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli dan Candida albicans. Hasil
penelitian kapang endofit pada daun dan batang tanaman kayu putih
berhasil diisolasi sebanyak 4 isolat terdiri dari 3 isolat kapang endofit
dari daun yaitu D3, D5KP, D5KH dan 1 isolat kapang endofit dari
batang. Isolat yang sudah didapatkan kemudian difermentasi pada
media Potato Dextrose Broth selama 5 hari kemudian diuji aktivitas
antimikrobanya. Hasil uji aktivitas antimikroba dapat dilihat dari
terbentuknya zona hambat yang diperoleh yaitu isolat D3 terhadap
Escherichia coli dengan diameter terbesar 4,5 mm, isolat D5KH
terhadap Escherichia coli dengan diameter terbesar 4,6 mm, isolat
D5KP terhadap Escherichia coli dengan diameter 4,8 mm dan isolat
D5KP terhadap Candida albicans dengan diameter 3,8 mm.

ABSTRACT

Endophytic molds are microbes that live in plant tissues and do not
harm the host. Endophytic molds can produce bioactive compounds
that can be used as antimicrobial, antioxidant, antidiabetic and
anticancer compounds. This research was conducted with the aim of
obtaining endophytic mold isolates from eucalyptus leaves and stems
and to determine their antimicrobial activity against Staphyloccocus
aureus, Escherichia coli and Candida albicans. The results of the
study of endophytic molds on the leaves and stems of eucalyptus
plants were isolated as many as 4 isolates consisting of 3 isolates of
endophytic molds from leaves, namely D3, D5KP, D5KH and 1
isolate of endophytic molds from stems. The obtained isolates were
then fermented on Potato Dextrose Broth media for 5 days and then
tested for antimicrobial activity. The results of the antimicrobial
activity test can be seen from the formation of the inhibition zone
obtained, namely isolate D3 against Escherichia coli with the largest
diameter of 4.5 mm, isolate D5KH against Escherichia coli with the
largest diameter of 4.6 mm, isolate D5KP against Escherichia coli
with a diameter of 4.8 mm and D5KP isolates against Candida
albicans with a diameter of 3.8 mm.
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PENDAHULUAN

Penyakit infeksi merupakan penyakit
yang disebabkan oleh mikroba patogen seperti
bakteri, jamur, virus dan parasit. Pada
umumnya pengobatan infeksi menggunakan
antibiotik, tetapi karena terdapat banyak
kesalahan dalam penggunaan antibiotik
menyebabkan tingginya kasus resistensi.
Pemanfaatan bahan alam sebagai sumber obat
antiinfeksi perlu dikembangkan. Salah satu
pengobatan  penyakit  infeksi  dengan
menggunakan bahan alam yaitu menggunakan
metabolit sekunder yang dihasilkan dari
jaringan tumbuhan yang berkhasiat obat.

Pada jaringan tumbuhan terdapat
mikroorganisme hidup yang dapat bermanfaat
bagi kesehatan dan mampu hidup tanpa
membahayakan inangnya disebut mikroba
endofit. Mikroba endofit mampu hidup
dengan membentuk koloni di dalam jaringan
tanaman inang yang hidup berinteraksi dan
saling menguntungkan tanpa merugikan satu
sama lain (Patra, 2018)

Kapang endofit merupakan golongan
mikroba endofit yang paling banyak
ditemukan dan terdapat dalam jumlah yang
besar di alam. Besarnya jumlah tersebut
diperkirakan karena satu spesies tumbuhan
dapat ditumbuhi oleh satu atau beberapa jenis
kapang endofit (Jamilatun & Shufiyani,
2019). Mikroba endofit dapat menghasilkan
senyawa bioaktif sama seperti senyawa
tanaman inangnya karena ada kemungkinan

terjadinya transfer genetik antara tanaman
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inang dengan mikroba endofit sehingga
senyawa bioaktif pada tanaman inang tersebut
dapat dihasilkan juga oleh mikroba endofit.
Isolasi mikroba endofit dari tanaman obat bisa
menghasilkan senyawa metabolit sekunder.
Mikroba endofit merupakan organisme yang
mudah ditemukan dan menghasilkan senyawa
bioaktif yang cepat (Patra dkk., 2018).
Mikroba endofit merupakan mikroorganisme
yang mudah tumbuh, dan menghasilkan
jumlah senyawa bioaktif dalam jumlah besar
dengan metode fermentasi (Prihatiningtias
dan Wahyuningsih, 2006). Mikroba endofit
dari tanaman obat dapat menjadi bahan baku
pembuatan obat yang tidak menyebabkan
terjadinya eksploitasi tanaman obat secara
berlebihan (Rahmi dkk., 2013).

Tanaman kayu putih (Melaleuca
leucadendron Linn.) termasuk keluarga
myrtaceae yang tersebar luas di daerah tropis..
Spesies ini bisa ditemukan di Indonesia salah
satunya yaitu Melaleuca leucadendron Linn,
Melaleuca cajuputi, dan Melaleuca viridi
flora Corn. Spesies yang paling banyak
tumbuh di Indonesia yaitu Melaleuca
leucadendron Linn atau yang lebih dikenal
tanaman kayu putih (Pujiarti dkk., 2011).

Tanaman kayu putih (M.
leucadendron Linn.) dapat menghasilkan
minyak atsiri dan tanaman ini memiliki
beragam bioaktivitas seperti antibakteri,
antijamur, antioksidan, insektisida (Zhang
dkk., 2019). Daun kayu putih bagi masyarakat

Indonesia biasanya digunakan untuk obat
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tradisional karena daun kayu putih memiliki
senyawa antibakteri yang dapat digunakan
untuk menyembuhkan beberapa penyakit
seperti gatal-gatal, diare, sakit tenggorokan,
radang usus, gangguan pernafasan serta sakit
kepala (Hakim dkk., 2019).

Pada penelitian yang sudah dilakukan
menunjukan bahwa ekstrak ethanol daun kayu
putih memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) (Hakim dkk., 2019). Pada penelitian
lainnya telah dilakukan uji  aktivitas
antimikroba ekstrak daun kayu putih (M.
leucadendron Linn.) sebagai antibakteri
secara in vitro yang memiliki aktivitas
antibakteri antara lain terhadap
Staphylococcus aureus, Escherichia  coli,
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA), Salmonella enterica, Bacillus
subtilis, dan Aspergilus niger (Tria dkk.,
2020). Namun dari semua penelitian tersebut
belum pernah dilakukan uji aktivitas
antimikroba dari metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh mikroba endofit yang ada
pada tanaman M. leucadendron Linn.

Berdasarkan uraian diatas, maka
dilakukan penelitian tentang isolasi dan uji
aktivitas antimikroba kapang endofit pada
daun dan batang tanaman kayu putih terhadap
bakteri Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, dan fungi Candida albicans dengan
menggunakan metode difusi agar (Kirby-
Bauer) atau biasa disebut metode kertas

cakram.
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METODE PENELITIAN
Waktu dan lokasi penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Terpadu  Fakultas Illmu-llmu  Kesehatan,
Universitas Esa Unggul, Kebon Jeruk — Jakarta
Barat. Penelitian telah dilakukan dari Maret
2021 — September 2021

Alat

Alat yang digunakan pada penelitian
ini adalah autoklaf (Tommy), cawan petri,
tabung reaksi besar, oven, inkubator (Santn),
vortex (Dragonlab), laminar air flow
(Labtech), hot plate, timbangan analitik,
water bath, kaca cover, bunsen, kaca objek,
kaca penutup, mikroskop, jarum ose, kertas
cakram, mikro pipet dan tip, magnetic stirer,
erlemeyer, beaker glass, gelas ukur, batang
pengaduk, tabung eppendorf, kasa, tali,
alumunium foil, plastik wrap, parafilm, kertas
saring, pinset, spatula, sentrifugasi, orbital
shaker suhu kamar, jangka sorong dan alat-
alat gelas lain yang biasa digunakan di

laboratorium mikrobiologi.

Bahan
Bahan yang digunakan sebagai berikut:
Sampel uji berupa daun tua berjumlah
5 helai dan 1 batang (dahan) tanaman kayu
putih  (Melaleuca leucadendron Linn.)
diperoleh dari BALITRO (Balai Penelitian
Tanaman Rempah dan Obat) Bogor dan telah
dideterminasi di Herbarium Bogoriense, LIPI,
Cibinong, Bogor. Bahan lain adalah etanol
75%, larutan hiploklorit 5,3%, aquadest, air
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bersih mengalir, metilenblue, NaCl fisiologis
0,9%. Media Potato Dextrose Agar (PDA),
Nutrient Agar (NA), Potato Dekstrose Broth
(PDB). Baku antibiotik

kloramfenikol 30 pg, antijamur ketokonazol

pembanding

10 pg. Mikroba uji bakteri: Gram positif
Staphylococcus aureus, bakteri Gram negatif

Escherichia coli dan Fungi Candida albicans

Pembuatan media

Potato Dextrose Agar (PDA)
sebanyak 39 gr dilarutkan dengan aquadest
1000 ml di dalam erlenmeyer. Larutan PDA
dididihkan dan dihomogenkan menggunakan
hot plate dan magnetic stirrer. Media PDA
selanjutnya disterilkan  di dalam autoklaf
pada suhu 121 °C selama 15 menit pada
tekanan 15 Ibs. Media PDA dituangkan ke
dalam cawan petri sampai setengah cawan
petri dan dibiarkan membeku (Zakiyah dkk.,
2016).

Nutrien Agar (NA) sebanyak 2,8 gr
NA dan dilarutkan dengan 1000 ml aquadest
dalam Erlenmeyer. Larutan NA dididihkan
dan dihomogenkan Imenggunakan hot plate
dan magnetic stirrer. Media NA disterilkan di
dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15
menit pada tekanan 15 Ibs. Media NA
dituangkan ke dalam cawan petri sampai
setengah cawan petri dan dibiarkan membeku
(Rianto dkk., 2018).

Potato Dekstrosa Broth (PDB)
sebanyak 26,4 gr dilarutkan ke dalam 1000 ml
aquadest dalam erlenmeyer. Larutan PDB

dididihkan dan dihomogenkan menggunakan
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hot plate dan magnetic stirer. Media PDB
disterilisasi di dalam autoklaf pada suhu
121°C selama 15 menit pada tekanan 15 Ibs
(Zakiyah dkk., 2016).

Isolasi kapang endofit

Daun dan batang kayu putih
(Melaleuca Leucadendron Linn) dicuci
menggunakan aquadest untuk menghilangkan
kotoran pada tanaman. Kemudian dipotong
menjadi beberapa bagian dan disterilkan
dengan direndam ke dalam etanol 75% selama
2 menit, kemudian direndam pada larutan
hiploklorit 5,3 % selama 5 menit, etanol 75%
selama 30 detik (Sunkar dkk., 2017; Hafsari
dan Asterina, 2013). Bahan yang sudah steril
dimasukkan ke dalam cawan petri yang sudah
ditanami PDA (Potato Dextrose Agar) secara
aseptis. Bilasan aquadest bekas dimasukkan
ke dalam media PDA untuk dijadikan sebagai
kontrol negatif secara aseptis kemudian
diinkubasi pada suhu kamar 25°C (Rianto
dkk., 2018).

Pemurnian kapang endofit

Permurnian kapang endofit bertujuan
untuk memisahkan koloni endofit yang secara
morfologi berbeda-beda untuk menjadi isolat
murni. Kapang endofit yang tumbuh diambil
satu persatu dengan morfologi yang berbeda.
Kapang diinokulasikan ke dalam cawan petri
dan diinkubasi pada suhu ruang. Pengamatan
secara morfologi dilakukan setelah diinkubasi
selama 5 sampai 7 hari. Jika masih terlihat

ada pertumbuhan koloni yang berbeda secara
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makroskopis harus dipindahkan kembali ke
media PDA cawan petri lainnya sampai
didapatkan isolat murni. Kapang yang sudah
murni selanjutnya diinokulasikan ke dalam
biakan agar miring secara duplo pada agar
miring (Fajrina dkk., 2020).

Karakteristik kapang endofit

Karakteristik kapang endofit secara
makroskopik diidentifikasi dengan mengamati
morfologi koloni meliputi warna koloni,
warna balik koloni, permukaan Kkoloni
(granular seperti tepung, menggunung, licin),
tekstur, zonasi, daerah tumbuhnya koloni,
garis-garis radial, dan tetes eksudat (llyas,
2007). Karakteristik kapang endofit secara
mikroskopis diamati dengan menggunakan
mikroskop. Jamur endofit dipotong lalu
diletakkan di atas kaca objek dan ditetesi
dengan 1 tetes metilenblue kemudian tutup
dengan kaca penutup. Diamati adanya
pertumbuhan hifa adanya sekat pada hifa,
pigmentasi hifa, bentuk hifa (llyas, 2007,
Dawolo dkk., 2017).

Peremajaan mikroba uji

Peremajaan mikroba uji seperti bakteri
Escherichia coli, Staphylococcus aureus dan
fungi Candida albicans bertujuan untuk
memulai metabolisme kembali. Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus
diinokulasikan secara aseptis pada media NA
Candida

diinokulasikan secara aseptis pada media

miring,  sedangkan albicans

PDA miring, kemudian diinkubasi pada suhu
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37°C selama 24 jam (Wijayati dkk., 2014).

Pembuatan suspensi mikroba uji

Pembuatan suspensi bakteri
Staphylococcus aureus, Eschericia coli dan
fungi Candida albicans dibuat suspensi
mikroba uji 10° CFU/ml terlebih dahulu
sesuai dengan kekeruhan McFarland Ill. Cara
membuat suspensi  mikroba uji  yaitu
diinokulasikan masing-masing 1 ose koloni
murni dari hasil peremajaan yang berumur 24
jam. Inokulum
natrium  klorida  (NaCl)

fisiologis 0,9% kemudian dikocok dengan

diencerkan dengan
menggunakan
vortex.  Kekeruhan  suspensi  mikroba
disetarakan dengan menggunakan larutan
standar McFarland 11l sehingga kekeruhannya
menjadi 10° CFU/m.

Suspensi mikroba uji 10° CFU/mI
kemudian diencerkan sampai didapatkan
kekeruhan suspensi mikroba uji 10® CFU/m.
Pengenceran dilakukan dengan cara hasil
suspensi mikroba uji 10° CFU/mI diambil 1
ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
berisi 9 ml NaCl fisiologis 0,9% kemudian
divortex sehingga diperoleh suspensi mikroba
uji 108 CFU/mI. Hasil suspensi mikroba uji
108 CFU/mI dipipet 1 ml dimasukkan ke
dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml NaCl
fisiologis 0,9% kemudian di vortex sehingga
diperoleh suspensi mikroba uji 10’ CFU/ml
dan hasil suspensi 10’ CFU/ml dipipet 1 ml
masukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi
9 ml NaCl fisiologis 0,9% kemudian divortex

sehingga diperoleh suspensi mikroba uji 10°
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CFU /ml (Radji, 2006).

Seleksi kapang endofit yang berpotensi
sebagai antimikroba

Seleksi  kapang  endofit  yang
berpotensi sebagai antimikroba dilakukan
dengan diinokulasikan 1 potongan isolat
kapang murni ke dalam cawan petri media
PDA vyang telah mengandung Candida
albicans dan cawan petri media NA yang
telah mengandung Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli. Kandungan mikroba
patogen setiap kultur 108 CFU/mI, kemudian
diinkubasi selama 4 hari pada suhu ruang.
Potensi aktivitas antimikroba kapang endofit
ini dapat dilihat dari zona hambat yang

terbentuk (Elfina dkk., 2014).

Produksi metabolit sekunder kapang
endofit

Produksi metabolit sekunder kapang
endofit dilakukan dengan menyiapkan tiga
koloni murni kapang endofit hasil seleksi
yang menghasilkan antimikroba tertinggi,
dipotong sebanyak 3 potong dengan diameter
1 cm, kemudian diinokulasikan ke dalam
media fermentasi yang berisi 20 ml PDB di
dalam erlenmeyer ukuran 100 ml. Kultur
kapang endofit diinkubasi pada suhu ruang
dalam orbital shaker dengan agitasi 150 rpm
selama 5 hari, selanjutnya dilakukan
penyamplingan kultur setiap 6 jam dan
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf steril.
Supernatan hasil penyamplingan dipisahkan

dari biomassa dengan cara sentrifugasi pada
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kecepatan 3000 rpm selama 20 menit.
Supernatan dimasukkan kembali ke dalam
tabung eppendorf steril dan disimpan dalam
refrigerator untuk selanjutnya dilakukan uji
aktivitas antimikrobanya (Elfina dkk., 2014).

Uji aktivitas antimikroba

Uji Aktivitas Antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
menggunakan media Nutrient Agar (NA)
dengan metode difusi secara kertas cakram.
Kertas cakram vyang sudah disterilkan
direndam dalam supernatan kultur kapang
endofit di dalam cawan petri selama 30 menit.
Kertas cakram yang sudah direndam dengan
supernatan dipindahkan dengan menggunakan
pinset steril ke dalam media yang telah berisi
mikroba uji. Masing-masing cawan petri
berisi 5 kertas cakram, sebagai kontrol positif
digunakan antibiotik baku kloramfenikol
konsentrasi 30ug/ml dan sebagai kontrol
negatif digunakan aquadest steril. Selanjutnya
kultur diinkubasi selama 18 jam-24 jam pada
suhu 37°C. Pengamatan dilakukan dengan
mengukur diameter zona hambat yang
terbentuk menggunakan jangka sorong dan
dibandingkan dengan zona hambat yang
dibentuk oleh baku pembanding (kontrol
positif), jika terdapat zona  hambat
menandakan  adanya  potensi  sebagai
antimikroba (Noverita dkk., 2009).

Uji aktivitas anti jamur terhadap
Candida albicans menggunakan media Potato
Dextrose Agar (PDA) dengan metode difusi

secara kertas cakram. Kertas cakram steril
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direndam dalam supernatan kapang endofit di
dalam cawan petri selama 30 menit. Kertas
cakram yang sudah direndam dengan
supernatan dipindahkan dengan menggunakan
pinset steril ke dalam medium uji. Masing-
masing cawan petri berisi 5 kertas cakram,
sebagai kontrol positif digunakan antibiotik
baku ketokonazol konsentrasi 10 pg/ml dan
sebagai kontrol negatif digunakan aquadest
steril. Selanjutnya kultur diinkubasi selama 18
jam-24 jam pada suhu 37°C. Pengamatan
dilakukan dengan mengukur diameter zona
hambat yang terbentuk menggunakan jangka
sorong jika terdapat zona hambat menandakan
adanya potensi sebagai antimikroba (Khairiah
dkk, 2017; Noverita dk., 2009)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi kapang endofit yang berpotensi
sebagai  antimikroba  diawali  dengan
pengambilan sampel diambil secara acak
sebanyak 5 helai daun tua (D1,D2,D3,D4,D5)
dan 1 batang (B) yang berupa dahan. Daun
tua lebih banyak kapang endofit yang tumbuh
dari pada daun yang masih muda dikarenakan
umur daun mempengaruhi kepadatan kapang
endofit yang tumbuh (Hilarino dkk., 2011).
Kemudian sampel disterilkan yang bertujuan
untuk menghilangkan mikroba yang ada pada
permukaan sampel dengan cara dicuci hingga
bersih dan dipotong dengan ukuran 1 x 1 cm2
dan kemudian direndam kedalam etanol 75%
selama 2 menit, kedalam larutan hipoklorit
5,3% selama 5 menit dan kedalam etanol 75%

selama 30 detik setelah itu dibilas
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menggunakan aquadest (Sunkar dkk., 2017;
Hafsari dan Asterina, 2013). Bilasan aquadest
pada bilasan terakhir digunakan sebagai
kontrol negatif bertujuan untuk memastikan
bahwa kapang yang tumbuh merupakan
kapang endofit (Suhartina dkk., 2018). Proses
sterilisasi  menggunakan  etanol  yang
mempunyai spektrum sempit sehingga perlu
dikombinasikan dengan bahan kimia seperti
larutan hipoklorit yang digunakan sebagai
desinfektan (Agusta, 2009).

Media yang digunakan pada isolasi
kapang endofit yaitu PDA (Potato Dextrose
Agar). Media PDA merupakan media selektif
terhadap kapang endofit yang kaya akan
nutrisi seperti dextrose dan kentang dapat
mempercepat pertumbuhan kapang endofit.
Pada media PDA umumnya sekitar hari ke
tiga atau hari keempat koloni kapang endofit
akan mulai tumbuh (Agusta, 2009). Pada
penelitian ini kontrol negatif tidak terdapat
kapang yang tumbuh yang berarti kapang
yang tumbuh benar kapang endofit.

Hasil isolasi kapang endofit pada daun
dan batang tanaman kayu putih (M.
Leucadendron Linn) dari 6 sampel didapatkan
2 isolat kapang endofit yaitu daun 3 (D3) dan
daun 5 (D5). Pada isolat daun 5 (D5) terdapat
2 morfologi kapang yang berbeda yaitu warna
hijau (D5KH) dan putih (D5KP), kemudian
dilakukan
permurnian kapang endofit yaitu untuk

pemurniaan.  Tujuan  dari

mendapatkan satu jenis kapang endofit yang
murni, jika dalam satu cawan petri yang berisi

media masih terdapat pertumbuhan koloni
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yang berbeda maka harus dipisahkan kembali
hingga diperoleh isolat murni. Permurniaan
menunjukan bahwa kapang yang tumbuh
merupakan kapang isolat murni bukan kapang
kontaminan (Fajrina dkk., 2020). Pemurniaan
kapang endofit dilihat berdasarkan warna dan
bentuk kapang endofit (Suhartina dkk., 2018).

Hasil pemurniaan isolat kapang
endofit didapatkan 3 isolat murni yaitu daun 3
(D3), daun 5 kapang putih (D5KP) dan daun 5
kapang hijau (D5KH). Hasil pemurnian ini
selanjutnya ditanamkan dalam media PDA
miring sebagai kulltur atau kultur stok dan
disimpan didalam lemari pendingin. Kultur
kerja ini berikutnya dapat digunakan saat
seleksi dan uji aktifitas antimikroba.

Isolat kapang endofit yang sudah
murni kemudian diamati karakteristik kapang
endofit secara makroskopis dan mikroskopis.
Secara makroskopis kapang endofit yang
tumbuh akan menghasilkan jenis isolat yang
bervariasi baik warna koloni, tekstur koloni
dan bentuk koloni yang berbeda. Hal ini
disebabkan karena mekanisme adaptasi yang
dilakukan kapang endofit terhadap
mikroekologi dan kondisi fisiologi dari
tanaman inangnya (Putri dkk., 2016; Noverita
dkk., 2009). Dari hasil

karakteristik makroskopis isolat daun 5

pengamatan

kapang putih (D5KP) memiliki permukaan
koloni berwarna putih serta warna balik
koloni  putih, permukaan koloni rata,
berserabut seperti kapas, pertumbuhan koloni
tidak berzonasi, tidak ada tetes eksudat, tidak

ada garis-garis radial dan  diameter
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pertumbuhan isolat ini yaitu 2 cm (Gambar
1).

Isolat DSKP & Isolat D3

Isolat DSKH
Gambar 1. Karakteristik Makroskopis Isolat
Kapang Endofit.

Karakteristik mikroskopik dilakukan
dibawah mikroskop. Pengamatan dilakukan
dengan menggunakan pewarna methylenblue
agar bentuk sel yang diamati dapat terlihat
dengan jelas. Isolat daun 5 kapang putih
(D5KP) bentuk hifanya bercabang dan tidak
bersekat. Pada isolat daun 5 kapang hijau
(D5KH) karakteristik

memiliki warna koloni hijau tua, warna balik

makroskopisnya

koloni hijau, permukaan koloni menggunung
seperti tepung, pertumbuhan koloni tidak
berzonasi, tidak ada tetes eksudat, tidak ada
garis-garis radial dan pertumbuhan isolat ini
berdiameter 1,5 cm. Karakteristik
mikroskopis terlihat bentuk hifanya tidak
bercabang dan bersekat. Pada Isolat daun 3
(D3)  karakteristik

memiliki warna koloni hijau tua, warna balik

makroskopis  yaitu
koloni  hijau tua, permukaan koloni
menggunung seperti tepung, pertumbuhan
koloni tidak berzonasi, tidak ada tetes
eksudat, tidak ada garis-garis radial dan
pertumbuhan isolat ini berdiameter 1,4 cm.
Karakteristik mikrokopis yaitu bentuk hifanya
tidak bercabang dan bersekat. Hasil
karakteristik mikroskopikdapat dilihat pada
Gambar 2.
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Isolat D5KH

Gambar 2. Karakteristik Mikroskopis Isolat
Kapang Endofit

Seleksi kapang endofit dilakukan
bertujuan untuk mengetahui isolat kapang
endofit yang memiliki aktivitas antimikroba.
Seleksi kapang endofit dilakukan dengan
metode difusi agar. Metode difusi agar
digunakan untuk  mengetahui  aktivitas
antimikroba pada isolat kapang dengan
melihat zona hambat yang terbentuk (Fibra
nurainy, 2008). Seleksi kapang endofit pada
penelitian ini dilakukan terhadap 3 isolat yaitu
isolat murni daun 5 kapang putih (D5KP),

daun 5 kapang hijau (D5KH) dan daun 3

(D3). Mikroba uji yang digunakan yaitu
Escherichia coli, Stapylococcus aureus dan
Candida albicans.

Hasil isolat daun 5 kapang putih
(D5KP) menunjukkan adanya zona hambat
terhadap bakteri E-coli berdiameter 1,7 mm
dan terhadap jamur C. albicans berdiameter 7
mm. Isolat daun 5 kapang hijau (D5KH)
menunjukkan zona hambat terhadap bakteri
E-coli berdiameter 2,5 mm dan isolat daun 3
(D3) menunjukkan zona hambat terhadap
bakteri E-coli berdiameter 2,5 mm. Faktor
yang mempengaruhi kemampuan senyawa
antimikroba dalam menghambat pertumbuhan
bakteri uji yaitu komposisi dan struktur
dinding sel bakteri (Zakiyah dkk., 2016).
Hasil seleksi kapang endofit yang berpotensi

sebagai antibakteri dapat dilihat di Gambar 3

Keterangan:

e

Gambar 3. Hasil uji seleksi zona hambat kapang endofit

. ED3KP=Isolat D3KP terhadap Escherichia coli
ED3KH= Izolat DSKH terhadap Escherichia coli
ED3=Isolat D3 tethadap Escherichia coli

SD5KH= Isolat DSKH terhadap Staphylococcus auwrsus
SD3=Isolat D3 terhadap Staphylococcus aureus
SD3KP=Izolat DSKP terhadap Staphylococcus aureus
CD3KP= Izolat D3KP terhadap Candida albicans
CD3KH= Isolat D3KH terhadap Candida albicans
CD3= Izolat D3 terhadap Candida albicans

Archives Pharmacia Volume 4 Nomor 2, Juli 2022

54



Archives Pharmacia

p-LSSN: 2655-6073 e-1SSN:2797-7145

Data hasil penelitian seleksi kapang
endofit menunjukkan adanya aktivitas pada 3
isolat murni terhadap mikroba uji. Hal ini
dibuktikan dengan terbentuknya zona hambat
yang berada di sekeliling kapang endofit.
Diameter zona hambat yang terbentuk karena
adanya aktivitas metabolit sekunder yang
berpotensi sebagai antibakteri. Zona hambat
merupakan parameter aktivitas antimikroba
yang mempunyai diameter hambat pada
pertumbuhan bakteri patogen (Elfina dkk.,
2014). Ada

mempengaruhi  perbedaan diameter zona

beberapa  faktor  yang

hambat yaitu setiap isolat kapang endofit
mempunyai sifat-sifat yang berbeda baik
secara morfologi maupun fisiologi, perbedaan
kandungan serta senyawa metabolit sekunder
yang dihasilkan oleh kapang endofit sebagai
antibakteri (Dharmawan dkk., 2014).

Setelah melakukan seleksi kapang
endofit yang berpotensi sebagai antimikroba,
kemudian dilanjutkan proses fermentasi.
Fermentasi dilakukan secara aseptis agar
terhindar dari kontaminasi dan untuk
memproduksi metabolit sekunder dari kapang
endofit. Fermentasi dilakukan selama 5 hari
karena dari hasil pengamatan peremajaan
kapang telah melalui fase stasioner. Hasil
fermentasi kemudian dilakukan sentrifugasi
untuk memisahkan supernatan dan biomassa
yang selanjutnya dilakukan uji aktifitas
antimikroba.

Fermentasi kapang endofit
menggunakan media cair karena lebih efektif

untuk mendapatkan biomassa dibandingkan
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dengan media padat (Nurhidayah dkk., 2014).
Media fermentasi yang digunakan yaitu PDB
(potato dekstros broth) memiliki kandungan
sumber karbon, yeast dan excract sebagai
nitrogen  (Elfina dkk., 2014). Media
fermentasi memiliki pH 6 karena yang pH
optimal untuk pertumbuhan kapang dan
produksi metabolit sekunder yaitu 6. Tingkat
pH Media fermentasi dapat mempengaruhi
fungsi membran sel, struktur sel, morfologi
serta produksi biosintesis sehingga pH sangat
penting untuk pertumbuhan kapang karena
enzim- enzim dapat mengurai dengan substrat
sesuai pH tertentu (Gandjar, 2006).

Uji aktivitas antimikroba pada hasil
fermentasi isolat kapang endofit dilakukan
dengan metode difusi agar atau biasa disebut
metode kertas cakram (Pratiwi, 2008). Uji
aktivitas antimikroba menggunakan satu
bakteri uji dan satu khamir patogen yaitu
Escherichia coli yang merupakan bakteri
gram negatif dan Candida albicans
merupakan khamir patogen (Pratiwi, 2008).
Bakteri E. coli umum hidup di dalam saluran
pencernaan manusia atau hewan dan secara
fisiologi E. coli memiliki kemampuan untuk
bertahan hidup di air tawar, air laut, atau di
tanah. Patogenesis E. coli yaitu melemahnya
usus sehingga bakteri mudah menyerang
jaringan dinding usus yang menyebabkan
diare pada usus manusia, infeksi saluran
kemih (Desmarchelier dan Fegan, 2016).

Candida albicans merupakan khamir
yang dipilh karena dapat menyebabkan

patogenesis penyakit Candidiasis. Beberapa
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spesies candida yang banyak menginfeksi
manusia dan hewan yaitu Candida albicans,
yang dapat menginfeksi di antaranya kulit,
kuku, selaput lendir, saluran cerna, rongga
mulut dan organ dalam (Jawetz, 2017;
Indrayati dan Sari, 2018).

Aktivitas antimikroba ini  tidak
menggunakan bakteri uji Staphylococcus
aureus karena pada tahapan seleksi tidak
didapatkan hasil pada bakteri uji S. auerus.
Kontrol positif yang digunakan sebagai
pembanding adalah kloramfenikol dengan
konsentrasi 30 pg/ml dan ketokonazol dengan
konsentrasil0 pg/ml. Kloramfenikol
merupakan antibiotik yang berspektrum luas
yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
gram positif maupun negatif (Jawetz, 2017).
Ketokonazol  adalah  antijamur  yang
digunakan untuk pengobatan kandidiasis dan
ketokonazol merupakan turunan imidazol
yang memiliki aktivitas antifungi yang efektif
terhadap  dermatofit, ragi, misalnya
Tricophyton, Epidermophyton, Microsporum,
C. albicans (Bertram G Katzung, 2010).

Pada proses isolasi metabolit sekunder
dari hasil uji aktivitas antimikroba didapat 3
isolat yaitu D5KH, D5KP, D3 vyang
mempunyai  aktivitas  terhadap  bakteri
Escherichia coli dan D5KP juga mempunyai
aktifitas terhadap Candida albicans, dapat
dilihat pada grafik gambar 4 (Gambar 4.1,
4.2,4.3 dan 4.4).

Pada isolat daun 5 kapang hijau
(D5KH) didapatkan hasil memiliki diameter

hambat  tertinggi pada uji  aktivitas
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antimikroba terhadap E-coli sebesar 4,6 mm
pada jam ke 72 (hari ke-4) sedangkan untuk
kontrol  positifnya yaitu  kloramfenikol
diameter hambat 6,0 mm. dari data ini terlihat
kalau sifat anti mikrobanya mendekati
antibiotik kloramfenikol. Menurut Mukhlis
dan Hendri (2018), kapang endofit pada hari
ke 4 sudah memasuki fase stasioner di mana
fase ini menghasilkan metabolit sekunder.
Dilihat dari grafik isolat daun 5 kapang hijau
D5KH terhadap E-coli

peningkatan dari jam ke 18 sampai 72 dengan

mengalami

diameter hambat 1,5 mm sampai 4,6 mm.
Pada jam ke 54 dan 66 diameter hambat
menjadi konstan sebesar 4,0 mm.

Hasil uji aktivitas antimikroba isolat
daun 5 kapang putih (D5KP) terhadap bakteri
uji  E-coli didapatkan diameter hambat
tertinggi yaitu sebesar 4,8 mm pada jam ke 54
sedangkan kontrol positif kloramfenikol
diameter hambatnya 5,5 mm. Dari data grafik
isolat daun 5 kapang putih (D5KP) terhadap
Escherichia coli pada jam 18 sampai 54
mengalami peningkatan dengan diameter
hambat 2,2 mm sampai 4,8 mm.

Isolat daun 3 (D3) terhadap E-coli
didapatkan hasil uji aktivitas antimikroba
diameter hambat yang paling tinggi yaitu 4,5
mm pada jam ke 72 sedangkan kontrol positif
kloramfenikol diameter hambat yaitu 5,5 mm.
Hasil data grafik isolat D3 terhadap E. coli
mengalami peningkatan antimikroba pada jam
18 sampai dengan 72 dengan diameter hambat
1,2 mm sampai 4,5 mm.

Pada isolat daun 5 kapang putih
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(D5KP) terhadap C. albicans didapatkan hasil
uji aktivitas antimikroba diameter hambat
tertinggi yaitu 3,6 mm pada jam ke 54
sedangkan  kontrol  positif  ketokonazol
berdiameter hambat 5,0 mm. Dari hasil kurva
isolat daun 5 kapang putih (D5KP) terhadap
C. albicans mengalami peningkatan pada jam
18 sampai jam ke 54 dengan diameter hambat
1,2 sampai 3,5 mm.

Berdasarkan  hasil  uji  aktivitas
antimikroba kapang endofit terhadap bakteri
E.coli dan fungi C. albicans yang diisolasi
dari daun kayu putih (M. leucadendron Linn.)
menunjukkan aktivitas yang berbeda-beda
dari setiap isolat dalam menghasilkan
metabolit sekunder antibakteri. Pembentukan
metabolit  sekunder antibakteri  ditandai
dengan zona hambat yang terbentuk. Zona
hambat terbentuk dikarenakan kapang endofit
yang vyang sudah difermentasi dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder
secara ektraseluler melalui hifa yang berdifusi
pada medium saat proses fermentasi dan
dapat menghambat pertumbuhan mikroba uji
(Devi dkk., 2021). Dari ke empat isolat
semuanya menunjukkan kategori zona hambat
lemah karena diameter <5 mm (Masfufah
dkk., 2019). Besar kecilnya daya hambat
kapang endofit terhadap mikroba patogen
disebabkan oleh metabolit sekunder yang
dihasilkan isolat kapang endofit. Semakin
tinggi konsentrasi antibakteri yang dihasilkan
maka semakin tinggi daya hambat yang
ditujukan  oleh  pertumbuhan koloninya
(Sunariasih dkk., 2014). Kapang endofit daun

Archives Pharmacia Volume 4 Nomor 2, Juli 2022

kayu putih  memiliki  potensi  untuk
menghasilkan senyawa antimikroba.

Berdasarkan hasil penelitian
menunjukkan bahwa kapang endofit pada
daun kayu putih (M. leucadendron Linn.)
memiliki aktivitas  antimikroba  dan
mempunyai potensi untuk dikembangkan lagi
dengan penelitian lebih lanjut untuk
menghasilkan senyawa antimikroba. Pada
penelitian lainnya telah dilakukan uji aktivitas
antimikroba ekstrak daun kayu putih (M.
leucadendron Linn.) sebagai antibakteri
secara in vitro yang memiliki aktivitas
antibakteri antara lain S. aureus, E. coli,
MRSA, dan B. Spizizenii. Setiap isolat kapang
endofit memiliki senyawa metabolit yang
sama dengan ekstrak daun kayu putih (M.
leucadendron Linn.) yaitu flavonoid, fenol,
tanin dan terpenoid yang berpotensi sebagai
antibakteri  (Tria dkk., 2020). Hal ini
dikarenakan kapang endofit dapat
menghasilkan senyawa metabolit yang sama
seperti senyawa tanaman inangnya karena ada
kemungkinan terjadinya transfer genetik
antara tanaman inang dengan mikroba endofit
(Jamilatun dan Shufiyani, 2019). Hasil
penelitian pada daun tanaman kayu putih
dapat menghasilkan metabolit sekunder yang
sama seperti tanaman inangnya maka kapang
endofit daun kayu putih memiliki aktivitas

sebagai antimikroba.
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Kurva Kapang D3 Terhadap
Escherichia coli
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Gambar 4.1. Kurva Aktivitas Zona Hambat
Kapang D3 Terhadap
Escherichia coli

Kurva Kapang D5.KH Terhadap

(6]

Escherichia gpli
a4
8
:
©
S
N O 20 40 188 Ke- 80 100 120

Gambar 4.2. Kurva Aktivitas Zona Hambat
Kapang D5.KH  Terhadap
Escherichia coli

Kurva Kapang D5.KP Terhadap
Escherichia coli
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Gambar 4.3. Kurva Aktivitas Zona Hambat
Kapang D5.KP Escherichia coli

Archives Pharmacia Volume 4 Nomor 2, Juli 2022

Kurva Kapang D5.KP Terhadap
Candida albicans
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Gambar 4.4. Kurva Aktivitas Zona Hambat
Kapang D5.KP terhadap
Candida albicans

KESIMPULAN

Terdapat tiga isolat yang dihasilkan
dari isolasi kapang endofit pada daun dan
batang dari tanaman Kayu putih (Melaleuca
leucadendron linn) yaitu: D5KH, D5KP dan
D3. Dari 3 isolat yang memiliki aktifitas
antimikroba yang tertinggi adalah isolat daun
5 kapang putih (D5KP) terhadap Escherichia
coli dengan diameter zona hambat 4,8 mm.

Identifikasi secara molecular perlu
dilakukan untuk mengetahui spesies isolat
kapang endofit tanaman Kayu putih yang
memiliki aktifitas antimikroba, dan pengujian
terhadap mikroba patogen lainnya.
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