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ABSTRAK

Gaharu merupakan jenis resin yang diproduksi oleh pohon tertentu, misalnya dari genus Aquilaria
sp.dan Gyrinops sp. Pada penelitian sebelumnya gaharu dari pohon Aquilaria malaccensis Lamk.
telah digunakan sebagai sumber isolat fungi endofit yang memiliki aktivitas antibakteri. Oleh
karena itu pada penelitian ini, dilakukan isolasi fungi endofit gaharu dari Aquilaria sp. Tujuan dari
penelitian ini adalah memperoleh fungi endofit gaharu dari Aquilaria sp, memperoleh genus fungi
yang dihasilkan dari isolasi gaharu dan mengetahui aktivitas antibakteri fungi endofit gaharu
dari Aquilaria sp. Hasil isolasi diperoleh satu isolat fungi yang diberi kode GA4. Isolat fungi GA4
kemudian diidentifikasi secara mikroskopis dan makroskopis. Isolat fungi endofit GA4 secara
mikroskopis teridentifikasi sebagai divisi Basidiomycetes. Isolat fungi tersebut diperbanyak dan
dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut etil asetat kemudian pelarutnya diuapkan untuk
mendapatkan ekstrak kasar fungi endofit. Berat ekstrak fungi setelah dikeringkan sebanyak 0,016
gram. Ekstrak fungi yang diperoleh digunakan untuk uji aktivitas antibakteri. Bakteri yang
digunakan adalah: Eschericia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Salmonela thypi dan
Pseudomonas aeruginosa. Hasil uji aktivitas ekstrak fungi GA4 tidak menujukan adanya aktivitas.

Kata kunci : basidiomycetes, Aquilaria sp., fungi endofit, gaharu

PENDAHULUAN

Indonesia memiliki keanekaragaman tanaman dan tumbuhan. Ada sekitar puluhan ribu
jenis tumbuhan yang hidup diwilayah Indonesia. Berbagai macam tanaman dan tumbuhan
menghasilkan komoditi yang memiliki nilai ekonomi tinggi. Salah satunya adalah gaharu. Gaharu
merupakan sejenis resin yang dihasilkan sebagai akibat aktivitas infeksi mikroba pada pohon
tertentu. Ada beberapa jenis tanaman yang diketahui dapat menghasilkan gaharu, salah satunya
adalah keluarga Thymelaeaceae (Sumarna, 2007) yaitu dari genus seperti Aquilaria sp.
(Aquilaria malaccensis, Aqularia microcarpa) dan Gyrinops sp. (Grynops verategii)
(Setyaningrum dan Saprianto, 2014). Tanaman ini juga dikenal sebagai tanaman aloe (gaharu)
karena kemampuannya untuk merangsang pembentukan resin. Aquilaria memiliki beberapa
spesies, akan tetapi spesies yang banyak tumbuh di Sumatra, Kalimantan, dan Malaysia adalah:
Aquilaria microcarpa, Aquilaria ardesiacus, Aquilaria hirta, Aquilaria beccariana dan Aquilaria
ardesiacus (Wayne, 2013).

Gaharu dari pohon Aquilaria sp. banyak dibudidayakan di Asia Tenggara. Sumber
metabolit sekunder pada gaharu dari pohon Agquilaria sp. termasuk senyawa yang mudah
menguap (Bitas et al., 2013; Wibowo et al., 2014). Senyawa-senyawa inilah yang merangsang
pertumbuhan dan perkembangan tanaman dengan menghambat patogen tanaman (Gao et al.,
2010) Beberapa senyawa menguap ini memiliki antimikroba dan aktivitas antioksidan (Strobel et
al.,, 2004; Mends et al., 2012). Karena beberapa metabolit sekunder dari gaharu menunjukkan
aktivitas antimikroba maka kemungkinan fungi endofit gaharu dapat menghasilkan senyawa
metabilit sekunder yang memiliki aktivitas anmikroba dan ini dapat menjadi sumber daya baru
dalam industri obat-obatan (Strobel et al., 2004). Apabila fungi endofit yang diisolasi dari suatu
tanaman yang dapat menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan tanaman aslinya atau
bahkan dalam jumlah yang lebih tinggi, maka kita tidak perlu menebang tanaman aslinya untuk
diambil sebagai simplisia yang kemungkinan besar memerlukan waktu puluhan tahun untuk
dipanen (Radji, 2005). Oleh karena itu, pada penelitian ini telah dilakukan isolasi fungi endofit
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gaharu dari pohon Aquilaria sp.. Kemudian isolat fungi akan dilakukan identifikasi dan uji aktivitas
antibakteri.

METODOLOGI PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, batang pengaduk, cawan petri,
corong pisah, erlenmeyer, gelas beker, gelas ukur, inkubator, laminar flow (AIRTECH),
mikropipet (Proline Pipette), Microscope cover Glass, Microscope Slide, neraca analitik (US
Solid), pipet ukur, pipet tetes, shaker (DIAB), dan spatula.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah akuades (H-O), etanol (C-HsOH), etil
asetat (CH3COOCH,CHjs), metanol (CH3zOH), natrium hipoklorit (NaOCI), nutrien agar (NA),
nutrien broth (NB), potato dextrose agar (PDA), potato dextrose broth (PDB), dan tetrasiklin.

Prosedur Kerja
Preparasi dan isolasi fungi endofit

Preparasi dan isolasi gaharu dilakukan mengikuti prosedur Katoch et al., 2014. Gaharu
dicuci dengan air keran mengalir selama 10 menit. Gaharu yang sudah bersih, selanjutnya
direndam dalam etanol 70% selama 1 menit, kemudian direndam kembali kedalam larutan
natrium hipoklorit (NaOCI) 1% selama 1 menit. Akhirnya, gaharu dibilas kembali dengan air steril
dan dikeringkan pada laminar flow dan akan digunakan untuk isolasi fungi pada tahap berikutnya.
Satu potongan gaharu steril berukuran 1 cm? diletakan pada media PDA yang mengandung
tetrasiklin 100 uyg/mL. Kemudian, cawan petri tersebut diinkubasi pada suhu ruang sampai
miselia fungi tumbuh. Miselia yang tumbuh dipindahkan ke media PDA yang baru dan diinkubasi
pada suhu ruang. Hal ini dilakukan sampai mendapatkan isolat murni. Penanaman sampel
dilakukan 3 kali pengulangan.

Identifikasi fungi

Isolat fungi yang diperoleh kemudian dilakukan identifikasi dengan cara mengamati
struktur fungi secara jelas menggunakan metode slide culture. Media padat dipotong kotak
dengan ukuran 1x1 cm dan diletakan ke slide, kemudian diinokulasikan pada empat sisi media
tersebut, kemudian ditutup dan diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu ruang (Pratiwi, 2019).
Setelah itu, slide diamati dibawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 100x.

Fermentasi dan ekstraksi

Isolat fungi yang diperoleh diinokulai pada 50 mL media PDB dan dikocok pada kecepatan
180 rpm pada suhu ruang selama 7 hari. Setelah itu, kultur dihaluskan menggunakan blender,
dan diekstraksi menggunakan etil asetat dengan ratio 1:1 sebanyak 2 kali pengulangan.
Kemudian, ekstrak etil asetat dikeringkan untuk menghasilkan ekstrak kasar fungi (Katoch et al.,
2014).

Pembuatan kultur bakteri uji

Ada 5 bakteri uji yang digunakan dalam melakukan uji aktivitas anti bakteri, yaitu:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Salmonela thypi dan Pseudomonas
aeruginosa. Setiap bakteri uji diinokulas kedalam media NB dan dikocok menggunakan shaker
dengan kecepatan 140 rpm selama 14-16 jam pada suhu ruang.

Uji aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan mengikuti metode sumur (Bonang, 1992).
Sebanyak 400 pL bakteri uji dicampurkan kedalam media nutrient agar sebanyak 15 mL yanng
agak hangat. Kemudian dituang kedalam cawan perti. Setelah padat, lubangi media dengan alat
pelubang steril, kemudian masukan sebanyak 20 yL ekstrak fungi (25 pg/uL). Setelah itu, cawan
petri ditutup dan diinkubasi selama 14-16 jam. Zona bening yang terbentuk kemudian diukur
diameter dengan menggunakan jangka sorong. Sebagai kontrol positif dan kontrol negatif
digunakan tetrasiklin (1 mg/ml) dan pelarut etil asetat secara berturut-turut.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Preparasi dan isolasi fungi endofit

Gaharu dari pohon Aquilaria sp. memiliki permukaan yang tidak rata atau berlobang
sehingga lebih sulit untuk dibersinkan (Gambar 1). Dibersihkannya permukaan bertujuan untuk
menghilangkan mikroba yang terdapat dipermukaan sampel dengan menggunakan etanol 70%,
natrium hipoklorit 1 %. Tujuan menggunakan etanol 70 % adalah untuk mendenaturasi protein
mikroba yang ada pada membran sel (Tejesvi et al., 2007)). Natrium hipoklorit mampu merusak
membran dan protein mikroba, dan air steril berfungsi untuk menghilangkan sisa-sisa larutan
yang terdapat pada permukaan sampel (Strobel and Daisy, 2003).

GAMBAR 1. Sampel gaharu Aqularia sp.

Isolasi fungi gaharu dengan menggunakan media PDA yang mengandung tetrasiklin 100
pug/mL. Media PDA merupakan salah satu media yang umum digunakan untuk menanam fungi
(Griffith et al., 2019). Penambahan tetrasiklin pada media PDA bertujuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Gram-positif dan Gram-negatif, baik yang bersifat aerob maupun anaerob
(Kementerian Kesehatan, 2011). Fungi mulai tumbuh disekitar potongan gaharu pada hari ke 3.
Fungi yang tumbuh, diduga sebagai isolat fungi endofit diberi kode GA1, GA2, GA3, GA4 dan
GADb. Pada hari ke 5 diameter koloni fungi semakin besar. Selanjutnya Isolat fungi dimurnikan ke
media yang baru.

GAMBAR 2. Pertumbuhan koloni hasil penanaman sampel gaharu dari pohon Aquilaria sp.
dengan pengulangan 3 kali. 1a, 2a, 3a inkubasi selama 3 hari pengulangan
pertama sampai pengulangan ketiga. 1b, 2b, 2b inkubasi selama 4 hari pada
pengulangan pertama sampai pengulangan ketiga. 1c, 2c, 3c inkubasi selama
5 hari pengulangan pertama sampai pengulangan ketiga. Isolat fungi GA1,
GA2, GA3, GA4, dan GA5 merupakan isolat yang diduga isolat fungi endofit
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Berdasarkan hasil pemurnian diperoleh 5 isolat (GA1,GA2,GA3, GA4 dan GA5). Hampir
semua isolat fungi yang telah dimurnikan memiliki warna miselia yang sama yaitu berwarna putih.
Dari ke 5 isolat, hanya 1 isolat yaitu isolat GA4 yang gunakan untuk dilakukan uji aktivitas
antimikroba dan identifikasi fungi (Gambar 3).

GAMBAR 3. Isolat murni fungi GA4

Identifikasi isolat fungi GA

Isolasi fungi gaharu dengan menggunakan media PDA yang mengandung tetrasiklin 100
MgMmL. Media PDA merupakan salah satu media yang umum digunakan untuk menanam fungi
(Griffith et al., 2019). Penambahan terasiklin pada media PDA bertujuan untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Gram-positif dan Gram-negatif, baik yang bersifat aerob maupun anaerob
(Kementerian Kesehatan, 2011). Fungi mulai tumbuh disekitar potongan gaharu pada hari ke 3.
Fungi yang tumbuh, diduga sebagai isolat fungi endofit diberi kode GA1,GA2,GA3, GA4 dan GAS.
Pada hari ke 5 diameter koloni fungi semakin besar. Selanjutnya Isolat fungi dimurnikan kemedia
yang baru.
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GAMBAR 4. Makroskopi isolat fungi GA4 (1a), Mikroskopi basidiospore isolat fungi GA4
dengan pembesaran 100x (2a), Mikroskopi Skeleto-binding hype atau miselia
isolat fungi GA4 dengan pembesaran 100x (3a), Mikroskopi basidiospore
dengan pembesaran 1000x (1b), Mikroskopi Skeleto-binding hype adalah hasil
penelitian yang dilakukan oleh Huang 2017 (2b)

Hasil mikroskopik isolat fungi GA4 memiliki basidiospora dan skeleto-binding hype
(Gambar 4a). Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Huang (2017)
(Gambar 4b) bahwa, hasil yang diperoleh dari penelitian ini memiliki kemiripan struktur morfologi
fungi, sehingga disimpulkan bahwa isolat fungi GA4 diyakini sebagai divisi Basidiomycetes.

Fermentasi dan Ektraksi Isolat Fungi GA

Fermentasi fungi dilakukan dengan mengamati pertumbuhan isolat GA pada media PDB
sambil dikocok menggunakan shaker selama 7 hari pada suhu ruang. Pada hari 5 dan 6 sudah
mulai terbentuk pertumbuhan fungi, dan pada hari ke 7 massa fungi semakin bertambah. Kultur
disaring dan filtrat kemudian dilakukan ekstraksi dengan menggunakan metode ekstraksi cair-
cair (partisi). Metode ekstraksi cair-cair merupakan metode ekstraksi yang didasarkan pada sifat
kelarutan komponen target dan distribusinya dalam dua pelarut yang tidak saling bercampur,
dimana sebagian komponen target larut pada fase pertama dan sebagian larut pada fase kedua
(senyawa polar akan larut dalam pelarut polar, senyawa semipolar akan larut dalam pelarut yang
semipolar, dan senyawa nonpolar akan larut dalam pelarut nonpolar) sehingga mudah dalam
pengambilan komponen senyawa yang diinginkan (Khopkar, 2008). Pelarut yang digunakan
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dalam ekstraksi ini yaitu etil asetat. Etil asetat merupakan pelarut organik yang paling baik
digunakan untuk menarik senyawa-senyawa yang bersifat semipolar (Arora, 2009).

Ekstrak fungi yang diperoleh kemudian diuapkan menggunakan alat evaporator yang
bertujuan untuk menguapkan pelarut etil asetat. Setelah pelarut menguap, ekstrak fungi endofit
kemudian ditimbang dan diperoleh sebanyak 0.016 g. Ekstrak fungi kemudian digunakan untuk
melakukan uji antibakteri.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak fungi GA

Uji aktivitas antibakteri ekstrak fungi gaharu dilakukan dengan menggunakan metode
sumur. Masing-masing masukan ekstrak sebanyak 20 pl (25 pg/uL), kontrol positif (tetrasiklin 1
mg/ml) dan kontrol negatif (etil asetat) kedalam sumur yang dicampur bakteri E. coli, S. aureus,
V. cholerae, S. thypi dan P. aeruginosa.

TABEL 1. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri

Bakteri Ekstrak Kontrol Positif (tetrasiklin ~ Kontrol Negatif
Uji Fungi (GA4) 1 mg/ml) (etil asetat)
E. coli - + -
S. aureus - + -
V. cholerae - + -
S. thypi - + -
P. aeruginosa - + -

Pada Tabel 1 dapat dilihat bahwa hasil dari ekstrak fungi, kontrol positif dan negatif
terhadap pertumbuhan bakteri uji, dimana hanya kontrol positif yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri, sedangkan ekstrak fungi dari gaharu tidak mampu dalam menghambat
pertumbuhan bakteri uji.

Pemanfaatan mikroba endofit sebagai sumber metabolit sekunder perlu didasari pada
pemilihan tumbuhan inang yang tepat untuk diisolasi endofitnya. Pilihan tumbuhan inang akan
mempengaruhi aktivitas biologis produk yang dihasilkan oleh mikroba endofit tersebut (Maksum,
2005). Endofit yang berasal dari daerah dengan biodiversitas tinggi memiliki potensi
menghasilkan keanekaragaman kimiawi yang juga tinggi (Strobel et al., 2004). Oleh karena itu
pemilihan tanaman inang dan lingkungan sangat berpengaruh terhadap kandungan metabolit
sekunder yang ada pada mikroba endofit.

SIMPULAN

Hasil isolat fungi gaharu dari pohon Aquilaria sp. yang diperoleh adalah isolat GA4 yang
memiliki kemiripan dengan kelompok divisi Basidiomysetes. Ekstrak fungi endofit gaharu, dari
pohon Aquilaria sp. tidak mampu menghambat pertumbuhan 5 bakteri uji, yaitu: E. coli, S. aureus,
V. cholerae, S. thypi, dan P. aeruginosa.
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