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Abstrak

Telah dilakukan penelitian tentang Isolasi Dan Uji Antagonis Fungi Endofit Batang Binahong
(Anredera Cordifolia (Tenore) Steen) Terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Penelitian
ini bertujuan mengisolasi fungi endofit dari batang Binahong (Anredera Cordifolia (Tenore) Steen) dan
menentukan zona hambatan isolat fungi endofit terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Isolasi fungi endofit batang binahong steril dilakukan pada medium PDA, diinkubasi selama 7 hari , tampak
pertumbuhan fungi endofit lalu dilakukan proses pemurnian hingga di peroleh dua isolate NH1 dan NH2.
Isolat lalu di identifikasi secara makroskopik dan mikroskopik. Isolat lalu di fermentasi pada medium PDB
selama 7 hari sambil dishaker untuk memperoleh metabolit sekunder isolat. Selanjutnya dilakukan uji
antagonis terhadap Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Hasil uji antagonis menunjukkan isolate
batang Binahong mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dan

mempunyai aktivitas bakterisid.

Kata kunci : isolasi, fungi endofit, Anredera cordifolia (Tenore) Steen, Antibakteri, Staphyloccocus

aureus, Escherichia coli.

PENDAHULUAN

Pertambahan jumlah mikroorganisme
yang resisten terhadap obat antibiotika,
minimnya jumlah dan jenis senyawa obat
antibiotika baru di pasaran telah mendorong para
ahli kimia bahan alam untuk mencari sumber
baru dan potensial senyawa obat antibiotika.
Selain itu, penggunaan antibiotika sintetik dalam
bidang kesehatan juga dilaporkan terjadi
peningkatan daya resistensi strain
mikroorganisme terhadap obat antibiotika (Bahi,
2013).

Organisme endofit merupakan sumber
baru dan potensial untuk penemuan senyawa-
senyawa metabolit sekunder baru dan berguna
serta memiliki aktivitas biologis seperti
immunomodulator, anti-inflamasi, dan hormon
pertumbuhan (Bahi, 2013). Bakteri endofit
adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan
tanaman inang tanpa menyebabkan gejala-gejala
penyakit. Bakteri endofit masuk ke dalam
jaringan tanaman umumnya melalui akar, namun
bagian tanaman yang terpapar udara langsung
seperti bunga, batang dan kotiledon, juga dapat
menjadi  jalur masuk  bakteri  endofit.
Mikroorganisme ini dapat hidup di dalam
pembuluh vaskular atau di ruang intersel, akar,
batang, daun dan buah (Desriani, 2014).
Binahong merupakan tanaman merambat,
dengan panjang mencapai 5 meter, memiliki

rizoma, batang lunak berbentuk tabung, dan
umumnya berwarna kemerahan. Di Indonesia
tanaman binahong telah digunakan untuk
beberapa pengobatan seperti diabetes, kerusakan
ginjal, stroke dan lain-lain. Sebuah studi
menunjukkan, daun Binahong memiliki khasiat
sebagai hepatoprotektor dan antioksidan pada
tikus putih induksi CCl4. Selain daunnya, rizoma
Binahong juga memiliki kandungan alkaloid,
saponin, flavonoid, dan polifenol, serta memiliki
aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli. Telah dilaporkan
juga bahwa daun Binahong memiliki beberapa
aktivitas, yaitu antipiretik, analgesik, dan

antiinflamasi (Desriani, 2014).

Rumusan Masalah

1. Apakah fungi endofit dari batang Binahong
(Anredera cordifolia (Tenore) Steen) dapat
diisolasi ?

2. Bagaimanakah aktivitas isolat fungi endofit
batang Binahong (Anredera cordifolia
(Tenore) Steen) terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli ?

Tujuan Penelitian

1. Mengisolasi fungi endofit dari batang
Binahong (Anredera cordifolia (Tenore)
Steen).

2. Menentukan aktivitas isolat fungi endofit dari
batang Binahong ( Anredera cordifolia



(Tenore) Steen) terhadap Staphylococcus

aureus dan Escherichia coli.
Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi ilmiah di bidang farmasi dan kesehatan
mengenai isolat fungi endofit dari batang
Binahong (Anredera cordifolia (Tenore) Steen)
yang menghasilkan senyawa yang berpotensial
sebagai antibakteri  terhadap  bakteri
Staphylococcus aureus dan bakteri Escherichia
coli sehingga dapat di kembangkan lebih lanjut
untuk mengetahui senyawa yang berkhasiat
untuk pengobatan terhadap infeksi yang
disebabkan oleh bakteri tersebut.

METODE PENELITIAN
Alat — alat yang digunakan

Cawan petri, rak tabung reaksi,
erlenmeyer, pipet volume, pipet tetes,
mikropipet, beker glass, bunsen, glass object,
jarum ose, mikroskop, autoklaf, oven, laminar air
flow, microwave, timbangan, sprayer, jangka
sorong, swab steril
Bahan — bahan yang digunakan

Batang Binahong (Anredera cordifolia
(Tenore) Steen), alkohol 70%, natrium hipoklorit
(NaOCl) 5,25%, aquadest steril. Potato Dextrose
Agar, Nutrient Agar, dan bakteri Gram positif
Staphylococcus aureus, bakteri Gram negatif
Escherichia coli, aquades steril, NaCl 0,9%,
kloramfenikol konsentrasi 50 pg/L dan paper
disk.
Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan
Agustus sampai September 2018, di Science
Building Universitas Hasanuddin
Populasi Bahan Uji

Sampel penelitian yang digunakan
adalah tumbuhan Binahong (Anredera cordifolia
(Tenore) Steen) yang diperoleh dari Makassar
Sulawesi Selatan.
Sampel

Sampel yang digunakan adalah bakteri
gram positif Staphylococcus aureus dan bakteri
Gram negatif Escherichia coli.
Bahan Uji

Batang Binahong (Anredera cordifolia
(Tenore) Steen).
Penyiapan alat

Alat tahan panas dan tidak berskala
yang akan digunakan dicuci bersih, disterilkan
dalam oven suhu 180°C selama 2 jam, untuk alat
yang tidak tahan panas dan berskala disterilkan
dalam autoklaf pada suhu 120°C selama 15

menit. Sedangkan untuk ose dan pinset
disterilkan dengan cara dibakar dengan
menggunakan api langsung sampai pijar.
Pembuatan Medium Potato Dextrose Agar
(PDA)

PDA ditimbang sebanyak 7,8 gram dan
kloramfenikol 0,01 gram. Kemudian PDA
dimasukkan ke dalam erlenmeyer, lalu dilarutkan
dengan aquadest sebanyak 200 ml. Larutan
tersebut dipanaskan diatas hot plate dan diaduk
hingga homogen dan larut. Setelah larut
sempurna, mulut erlenmeyer disumbat dengan
kapas lalu disterilisasi dengan autoklaf selama 15
menit pada suhu 121°C. Medium yang telah steril
kemudian dituang ke dalam cawan petri secara
aseptis lalu ditambahkan kloramfenikol sambil
dihomogenkan kemudian dibiarkan di suhu
ruangan hingga memadat menjadi agar.
Pembuatan Medium Nutrient Agar (NA)

NA ditimbang sebanyak 5 gram lalu
ditambah aquadest sebanyak 250 ml. Larutan
tersebut kemudian dipanaskan diatas hot plate
dan diaduk hingga homogen dan larut. Setelah
larut sempurna, mulut erlenmeyer disumbat
dengan kapas lalu disterilisasi dengan autoklaf
selama 15 menit pada suhu 121°C. Medium yang
telah steril kemudian dituang ke dalam cawan
petri lalu dibiarkan di suhu ruangan hingga
memadat.

Pembuatan Media Potato Dextrose Broth
(PDB)

PDB ditimbang sebanyak 7,8 gram.
PDB di masukkan ke dalam erlenmeyer lalu
tambahkan aquadest sebanyak 200 ml. Larutan
tersebut kemudian dipanaskan di atas hot plate
dan diaduk hingga homogen dan larut. Setelah
larut sempurna mulut erlenmeyer disumbat
dengan kapas lalu disterilisasi dengan autoklaf
selama 15 menit pada suhu 121°C.

Isolasi Fungi Endofit

Teknik isolasi fungi endofit ini
dilakukan dengan metode tanam langsung.
Proses pengerjaan isolasi dilakukan di dalam
Laminar Air Flow (LFA). Batang binahong
dicuci dengan air mengalir terlebih dahulu.
Selanjutnya dilakukan sterilisasi permukaan
sampel dengan cara direndam dalam alkohol
70% selama 1 menit, kemudian direndam dalam
NaOCl 5,25% selama 3 menit dan direndam
kembali dalam alkohol 70% selama beberapa
detik. Jaringan batang dibuka dengan cara
dilakukan pemotongan kulit batang binahong
menggunakan pisau steril, kemudian dipotong
dengan ukuran £ 1x 1 cm. Masing-masing



potongan diletakkan pada permukaan medium
PDA yang telah memadat dengan posisi bagian
jaringan batang menempel pada medium.
Diinkubasi pada inkubator hingga tampak koloni
peretumbuhan fungi endofit.
Pemurnian Fungi Endofit

Pemurnian dilakukan untuk
memisahkan koloni fungi endofit hingga
diperoleh isolat murni fungi endofit. Koloni
fungi yang tumbuh di keliling batang binahong
dimurnikan berdasarkan morfologi makroskopik
yang dapat diamati dari warna serta pertumbuhan
koloni ~ fungi.  Fungi  endofit  diambil
menggunakan ose, kemudian diinokulasikan
dalam medium PDA. Diinkubasi selama 7 hari,
jilka pada saat pengamatan ditemukan
pertumbuhan koloni yang berbeda secara
makroskopik maka dipisahkan kembali hingga
diperoleh isolat murni.
Karakterisasi Isolat Fungi

Karakterisasi isolat fungi endofit
dengan  melakukan  pengamatan  ciri-Ciri
makroskopik dan mikroskopik. Karakterisasi
secara makroskopik ini dilakukan dengan
pengamatan isolat fungi endofit yang telah murni
meliputi warna koloni, warna sebalik koloni, dan
bentuk atas. Karakterisasi secara mikroskopik ini
dilakukan pengamatan menggunakan preparat
isolat fungi endofit melalui mikroskop. Caranya
adalah objeck glass dibersihkan terlebih dahulu
dengan alkohol 70%, kemudian di atas objeck
glass diletakkan potongan media PDA berukuran
1 x 1 cm yang berisi bagian hifa fungi endofit.
Preparat tersebut kemudian ditempatkan pada
cawan petri steril yang sebelumnya telah berisi
alas kertas saring yang dilembabkan dengan
gliserin. Selanjutnya diinkubasi selama 7 hari
pada suhu 25°C. Setelah inkubasi selesai, objeck
glass dilepaskan, lalu ditetesi 1 tetes alkohol 70%
dan 1 tetes methylene blue, kemudian diamati
dengan mikroskop. Pengamatan yang dilakukan
meliputi ada atau tidaknya sekat pada hifa,
pertumbuhan hifa, bentuk, dan warna konidia.
Penyiapan bakteri uji

Biakan murni Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli masing-masing diambil satu
ose diinokulasikan pada media agar miring
(Nutrien Agar) lalu diinkubasi pada inkubator
pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam. Dari hasil
peremajaan yang diperoleh, masing — masing

bakteri diambil satu ose lalu disuspensikan dalam
10 ml NaCl 0,9%.
Fermentasi

Fermentasi fungi endofit dilakukan
dengan menggunkan media PDB, yang bertujuan
untuk memperoleh ekstrak yang mengandung
senyawa metabolit sekunder dari isolat fungi
endofit. Koloni murni dari fungi endofit pada
cawan petri PDA yang telah diinkubasi selama 7
hari, kemudian dengan menggunakan cork borer
diambil 3 potongan berukuran 1x1 cm.
Potongan fungi tersebut kemudian
diinokulasikan ke dalam media fermentasi cair
PDB sebanyak 200 ml dalam erlenmeyer
berukuran 500 ml.

Fungi endofit kemudian
difermentasikan menggunakan rotory shaker
dengan kecepatan 130 rpm, dilakukan pada suhu
37°C selama 7 hari. Setelah itu, fermentasi fungi
endofit kemudian disaring dan digunakan untuk
uji aktivitas fungi endofit.

Uji Aktivitas Fungi Endofit

Medium NA steril disiapkan, kemudian
dituang secara aseptis ke dalam cawan petri
sebanyak 15 ml dan dibiarkan dingin dan
memadat. Kultur murni Staphylococcus aureus
dan Escherichia coli yang telah disuspensikan
yang berumur 1 - 24 jam diinokulasikan pada
permukaan medium NA dengan menggunakan
swab steril hingga homogen. Kemudian paper
disk yang telah direndam pada suspensi fungi
endofit diletakkan pada permukaan medium NA.
Setelah itu, diinkubasikan pada suhu 37°C
selama 1 - 2 x 24 jam. Lalu diamati dan diukur
zona hambat vyang terbentuk  dengan
menggunakan jangka sorong.

HASIL PENGAMATAN

Telah dilakukan penelitian uji antagonis
fungi endofit batang binahong yang berpotensi
menghambat  pertumbuhan  Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli.

Dari hasil penelitian dan pengamatan yang telah
dilakukan maka diperoleh hasil pengukuran zona
hambat yang dapat dilihat pada table berikut ini :



Tabel 1. Hasil pengukuran diameter zona hambat batang binahong terhadap pertumbuhan

Staphylococcus aureus

DIAMETER ZONA HAMBAT (mm)
ISOLAT
WAKTU 1x24 JAM WAKTU 2x24 JAM RATA-RATA
NH1 8,4 8,5 8,45
NH2 10,2 11,35 10,78

Tabel 2. Hasil pengukuran diameter zona hambat isolat batang binahong terhadap pertumbuhan

Escherichia coli

DIAMETER ZONA HAMBAT (mm)

ISOLAT
WAKTU 1x24 JAM WAKTU 2x24 JAM RATA-RATA
NH1 13,45 16,05 14,75
NH2 14,15 17,2 15,68

Tabel 3 : Karateristik makroskopik isolate fungi endofit batang binahong (Anredera cordifolia

(Tenore) Steen)

Hasil Pengamatan Secara Makroskopik

Gambar Warne_l Permukaan Bentuk_
Koloni Koloni

Seperti Satu

Orange Kapas Kesatuan
NH1

. Seperti Satu

Putih Kapas Kesatuan
NH2




PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dimaksudkan untuk
mengetahui aktivitas isolat fungi endofit
batang binahong terhadap pertumbuhan
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Batang binahong yang telah dipotong
secara vertikal dan horizontal dan di sterilkan
dengan alkohol 70% dan larutan natrium
hipoklorit selama 1 menit kemudian di tanam
pada medium PDA yang telah ditambahkan
kloramfenikol kemudian di inkubasi selama 7
hari. Tujuan di tambahkan kloramfenikol yaitu
untuk mencegah kontaminasi bakteri pada
medium. Setelah 7 hari diinkubasi tampak
pertumbuhan fungi endofit dengan karakteristik
jamur berwarna putih dan orange, permukaan
seperti kapas dengan bentuk koloni satu
kesatuan, fungi endofit yang tumbuh kemudian
dimurnikan dengan menginokulasi ulang ke
PDA baru pada cawan petri lainnya. Dari tahapan
pemurnian fungi endofit batang binahong di
peroleh dua jenis isolat dengan karakteristik
warna orange (isolate NH1) dengan permukaan
seperti kapas dengan bentuk koloni satu kesatuan
dan warna putih (isolate NH2) dengan
permukaan seperti kapas dengan bentuk koloni
satu kesatuan.

Setelah dilakukan pemurniaan di peroleh
isolat yang murni, selanjutnya dilakukan yaitu
uji mikroskopik yang dimana uji miksroskopik
dilakukan untuk melihat bagian-bagian fungi
endofit. Hasil uji mikroskopik dari isolate NH1
tampak hifa bersepta, konidiofore, konidia dan
spora. Hasil uji mikroskopik dari isolate NH2
tampak hifa tak bersepta, konidiofore, konidia
dan spora. Diduga jenis isolate fungi endofit dari
isolate NH1 adalah Fusarium dan isolate NH2
adalah Aspergillus.

Isolat murni lalu difermentasi dengan cara
di shaker selama 7 hari untuk mendapatkan
metabolit sekunder dari isolat fungi endofit
dengan menggunakan medium PDB, karena
kandungan nutrisi yang terdapat didalam media
PDB ini sesuai untuk pertumbuhan kapang.

Setelah diperoleh metabolit sekunder ,
lalu dilakukan uji antagonis dengan cara medium
NA di tuangkan pada cawan petri kemudian di
inokulasi Staphylococcus  aureus  dan
Escherichia  coli  masing-masing  hingga
homogen lalu dimasukkan paper disk yang telah
direndam dalam hasil fermentasi lalu amati
selama 1-2x24 jam. Uji antagonis bertujuan
untuk melihat aktivitas antibakteri isolat fungi
endofit terhadap Staphylococcus aureus dan

Escherichia coli. Hasil uji Antagonis dari fungi
endofit yang telah diperoleh di tandai dengan
adanya zona hambat disekitar isolat.

Hasil uji antagonis terhadap
Staphylococcus aureus dari isolate NH1 selama
1x24 jam dengan diameter zona hambatan yaitu
8,4 mm dan 2x24 jam vyaitu 8,5 mm, dan isolate
NH2 selama 1x24 jam dengan diameter zona
hambatan yaitu 10,2 mm dan selama 2x24 jam
yaitu 11,35 mm. Hasil uji antagonis terhadap
Escherichia coli dari isolate NH1 selama 1x24
jam dengan diameter zona hambatan yaitu 13,45
mm dan selama 2x24 jam yaitu 16,05 mm, dan
isolate B dengan diameter zona hambatan selama
1x24 jam yaitu 14,15 mm dan selama 2x24 jam
yaitu 17,2 mm. Pengujian zona hambatan selama
2x24 jam dilakukan untuk melihat aktivitas
antibakteri dari metabolit sekunder isolat.

Hasil pengujian menunjukkan zona
hambatan tetap tampak bening pada 2x24 jam
sehingga dapat disimpulkan bahwa aktivitas
antibakteri isolat batang binahong (Anredera
cordifolia (Tenore) Steen) terhadap
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
bersifat bakterisid.

Isolat batang binahong dari NH1 dan NH2
yang memberikan zona hambatan yang lebih
baik terhadap Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli adalah NH2.

KESIMPULAN
Berdasarkan  hasil  penelitian  dan

pengamatan yang telah di lakukan maka dapat di

simpulkan bahwa :

1. Batang binahong (Anredera cordifolia
(Tenore) Steen) dapat diisolasi 2 isolat fungi
endofit yaitu isolate NH1 warna orange dan
isolate NH2 wana putih.

2. Isolat NH1 dan NH2 fungi endofit batang
binahong (Anredera cordifolia (Tenore)
Steen) memiliki aktivitas bakterisid yang
memberikan zona hambat yang lebih besar
terhadap Escherichia coli daripada
Staphylococcus aureus.

3. Isolat NH2 yang memberikan zona hambatan
yang lebih besar terhadap Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli daripada isolat
NH2.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk mengidentifikasi sampai tahap spesies
fungi endofit dari isolate NH1 dan isolate NH2
pada batang binahong.
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