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KATA PENGANTAR 

Segala puji bagi Allah Subhanahu wa Ta'ala atas segala ijinnya, kami dapat 
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kesempatan kepada kaml untuk melaksanakon penelitian. 

2. DIPNAP8N Tahun Anggaran 2009 yang telah memberikan dana kepada karni untuk 
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4. Dr. Alfiah Hayati sebagai Ketua Departemen 81010gi, Fakultas Sains dan TeknolO9i, 

UnNersitas Airlangga 

5. Dr. Y. Sri Wulan Manuhara, MSi sebagai Penanggung Jawab Laboratoriurn Kultur 

Jaringan Tumbuhan, Departemen 81ologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas 

AJrfangga 

6. Fatirnah, S.Si., M.Kes sebagai Penanggung Jawab laboratorium Mikroblologi 

Departemen 810109i, Fakultas Sains dan TeknoJogi, Universitas Airfangga 

7. Drs Jusuf Syah, MS sebagai Ketua Departemen Klmia, Fakultas Sains dan Teknologi, 

Universitas Airlangga 

8. Berbagai pihak yang tidak bisa karni sebutkan satu persatu. atas kerja samanya kami 

sampaikan terirna kasih 

Tim Peneliti 



RlNGKASAN 

PRODUKSI SENYAWA ANTIMIKROBA DARI KULTUR KAWS Dumortfera hll'8uta: 

UPAYA PENANGANAN PENYAKJT INFEKSI 

(Junalrlah, Nanlk Sill Amlnah, NI'matuzahroh, Fatimah) 

Penelitian inJ dilakukan untuk manjawab pannasalahan 1) Metode sterinsasi manakah yang 

dapat menghasilkan eksplan stariJ dan segar? 2) Formulasi media manakah yang dapat 

mengfnduksi terbentuknya kalus ? 3) Janis elisitor manakah yang dapat memacu 

tefbentuknya senyawa antimikroba? 4) Jenls golongan senyawa antimikroba apa saja yang 

terdapat dalam kalus lumut hati Dumortiera hirsuta ? 5) Bagaimanakah aktivitas antimikroba 

ekstrak kalus lumut haH Dumortiera hirsuta dan berbagai metode elisllasl ? 

Tujuan penelitlan inl adalah 1) mengetahui metode sterillsasi yang sesuai untuk mendapatkan 

eksplan steril. 2) mengetahui fonnulasi media yang sesuai untuk induksi dan perbanyakan 

kalus. 3) mengetahul janis elisitor yang dapat memacu terbentuknya senyawa antimikroba. 4) 

Mengetahui golongan senyawa antimikroba yang terdapat dalam kalus Dumortiera hirsuta, 5) 

Mengetahui aktivitas antimikroba ekstrak kalus Dumorliera hirsuta berbagai metode elisitasi 

terhadap mikroba patogen 

Pembuatan media MS dilakukan dengan menimbang unsur-unsur makronutrien, mio/nositol 

dan sukrosa dengan menggunakan timbangan analitik. Unsur makronutrien yang telah 

ditimbang difarutkan dalam aquadest 300 ml dan dihornogenkan menggunakan magnetic 

stirrer. Selanjutnya memasukkan tarutan stok besi. mlkronutrien. vitamin. hormon 2,4 0, 

mioinositol dan sukrosa ke dalam labu Erfenmeyer satu per satu sampa/ larut. Aquadest 

dituangkan sampai kurang rebih 900 mi. pH dlukur dengan kertas pH. Bila pH terfalu asam, 

maka dltambahkan KOH. tetapi blla tertalu basa ditambahkan HCI. Selanjutnya dHambahkan 

aquadest sampai volume mencapai 1000 ml. 

Bahan pemadat yang talah ditimbang kemudian dimasukkan ke dalam larutan media dan 

dipanaskan di atas kompor gas sampai seluruh bahan farut. Larutan dHuang ke dalam botol 



steril, ditutup menggunakan aluminium foil atau sumbat karet dan diberi fabel. Botol-botol yang 

telah berisi media disterilisasi menggunakan autoclave pada tekanan 1 atm dan suhu 1210C 

selama 15 menit. Selanjutnya botol disimpan pada ruang inkubasi dengan suhu kamar. 

Medium perlakuan untuk induks! dan perbanyakan kalus adaJah sebagai berikut medium MS 

dengan perfakuan zat pengatur tumbuh 2,4 0 masing-masing dengan konsentrasi 0, 1, 2, 3, 4, 

5 mgIL 2,4 D. Medium untuk pemacuan pembentukan bahan akUf terdiri atas: Medium Medium 

elisitasi biotik (MS + elisitor ekstrak yeast), Medium elis~asi abfotik (MS + elisitor KNOa), 

Medium elisitasi (MS + elisitor ekstrak yeast dan KNOa). 

Penanaman eksplan difakukan secara aseptis di dalam Lsminer Air Flow (LAF). Sebelum 

dlgunakan, LAF dislerilkan terfebih dahulu dengan cara membersihkan seluruh perrnukaannya 

menggunakan tisu yang telah dibasahi dengan alcohol 70 %. Kemudian Jampu ultraviolet (UV) 

dlnyalakan selama kurang /ebih 30 menlt Seluruh bahan dan alat yang akan digunakan 

dalam penanaman eksplan selanjutnya dimasukkan ke LAF. Peralatan dan bahan tersebut 

terdiri atas pinset, scalpel beserta mata pisau steril, cawan Petri steril, bolol kultur, Erlenmeyer 

berisi aquades steril, botol berisi alkohol 70 %, lampu Bunsen, sodium hipoklorit, tween 80, 

gelas ukur dan eksplan. Sebelum dimasukkan dalam LAF, peralatan disemprot terlebih dahulu 

dengan alkohol70 %. 

Sebelum ditanam, eksplan harus disterilisasi dahulu dengan berbagai metode sterilisasi. 

Kemudlan talus dipotong ukuran 1x1 an diatas cawan petri steril menggunakan pinset steril 

dan gunting steri!. Masing-masing polongan eksplan yang telah steril ditanam dalam bolol 

kultur berisi media dengan kombinasi konsentrasi hormon tertentu. Setiap botol terdiri atas 5 

potong eksplan dan diletakkan dalam ruang inkubasi gelap bersuhu 23:t2OC. Kalus pada 

medium Induksi dipelihara selama 4 minggu, selanjutnya disubkultur pada medium elisitasi 

selama 3 minggu. Ka/us yang dihasilkan pada medium elisitasI diekstrak 

Kalus lumut dikeringkan dan dibuat daJam bentuk serbuk slanjutnya diekstrak dengan cara 

maserasi. Ka/us dari masing-masing metode elisitasi diekstrak dengan menggunakan pelanJt 

heksan dengan cara maserasi dan dipekatkan dengan menggunakan rotary vacuum 



evaporator. Masing-masing kandungan kimia ekstrak dlmonltor dengan KL T menggunakan 

fase diam gel GF 254 dan fase gerak heksan : klorofonn = 1: 1. serta heksan: etil asetat = 8 : 1. 

diamati dibawsh sinar uv dengan A 254 nm dan 366 nm. serta disemprot dengan pereaksi 

Uebennann Burchard. 

Untuk mengetahui aktivitas antimikroba tumbuhan lumut digunakan metode cakram kertas. 

Media yang digunakan dalam uji inf adalah MHA steril. Suspensi mikroba dibuat sesuai 

dengan standar 0.5 Me Farland yaitu dengan menentukan kekeruhan suspensi mikroba pada 

OD 0.1 pada )a 1m untuk bakteri dan 00 0.1 pada Asoo M'I untuk fungi. Sebanyak 1 ml 

suspensi mikroba uji dirnasukkan kedalam cawsn petri steril. kemudian ditambahkan 15 ml 

media MHA ke dalam cawan tersebut untuk dihomogenkan. Agar diblarkan dlngln dan 

memadat. Sebanyak 3 buah cakram kertas staril diletakkan di perrnukaan agar dengan jarak 

yang barjauhan dan sarna. Pada kertas cakram diinjeksikan 20 JJL ekstrak kalus tumbuhan 

lumut. masing-maslng dengan konsentrasi 80.000 ppm. Untuk uji difusi lanjut dengan 

konsentrasi 2500 ppm; 5000 ppm; 10000 ppm; 20000 ppm; 40000 ppm; 60000 ppm. 

Penghambatan pertumbuhan ditunjukkan dengan terbentuknya daerah hambatan (Halo) jemih 

di sekitar kertas cakram. Diameter daerah penghambatan diukur dengan jangka sarong (LC = 
O.05mm). 

Terlebih dahulu menyiapkan bajana pengembang dengan tutupnya. Lalu memasukkan fase 

gerak berupa heksan: kIorofonn = 1:1 dan heksan: etil asetat = 8:2. Selanjutnya bajana 

pengembang ditutup agar proses penjenuhan bisa hornogen dan capat. Untuk pembuatan 

kromatogram. silika gel dipotong Ialu diberi tanda batas atas dan batas bawah. Maslng-masing 

ekstrak ditotolkan pada silika gel dan ditunggu sampai kering. Silika gel dimasukkan pada 

bejana pengembang. ditutup an dilunggu hingga fase gerak mencapai batas atas. Silika gel 

dikeluarkan dan dikeringkan. Hasil keomatogram difoto. Selanjutnya menentukan harga Rf dari 

noda-noda yang tampak pada kromatogram. Identifikasi golongan senyawa bioaktif dilakukan 

dengan metode KL T menggunakan pereaksi semprot Uebermann Burchard. 



8erdasarkan hasil penelilian dapat disimpulkan bahwa : 1) Metode sterilisasi untuk 

mendapatkan eksplan steril adalah dengan menggunakan sublimat dan sodium hipoklorit 

dengan konsentrasl rendah, 2) Formulasi media yang sesual untuk induksi dan perbanyakan 

kalus adalah medium MS dengan zat pengatur tumbuh 2,4 0 1 mgn, 3) ketiga jenis elisHor 

yaitu abiotik, biotik, abiotik dan biotik dapat memacu terbentuknya senyawa aktif antimlkroba, 

4) golongan senyawa akUf antimikroba yang terdapat dalam kalus lumut hati Dumortiera 

hirsuta adalah steroid (ekstrak A dan 8) serta terpenold (ekstrak e), 5) Ekstrak kalus lumut haU 

Dumortiera hirsuta dari berbagai metode elisHasi mempunyai aktMtas antimikroba yang 

berbedcHleda tergantung pada janis mikroba yang diujikan. 
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1.1.l.atar Belakang Pennasalahan 

BAB I

PENDAHULAN 

/v1ll lK 
PERPUSTAKAAN 

UNIVEH.SlTAS AIRLANGGA 
SUR .... BAVA 

Akhir·akhir ini te~adi kondisi yang mengkhawalirkan karena meningkalnya 

penya~t infeksi yang disebabkan oleh mikroorganisme yang resisten terhadap antibiotik 

[)engan berkembangnya populasi mikroba yang resisten terhadap antibioU~ menYebabkan 

zat anUmikroba semakin berspektrum sempit sehingga hanya efektif untuk jenis patogen 

tertentu. (Salvat et al .• 2004 dan Bonjar et al .• 2004). Selain itu. pada penyembuhan 

Inleksl dengan antiblolik menyebabkan munculnya efek samping pada inang yang melipuU 

hiper.;enslUvilas. reaksl alergi dan gangguan ~stem imun (Schinor et al .• 2(07). 

Saat ini masyarakat Ingin kembali menggunakan bahan dan alam (back to nature) 

(Salvat et aI .• 2004 dan Sukalllim<ll dkk. 2004). Hal tersebut menyebabkan penninlaan 

terhadap bahan-bahan anUmikroba alami mengalami kenaikan yang pesat (Ba~le et al .• 

1998). Penelitian tenlang ekstrak berbagai macam lumbuhan telah banyak dilakukan di 

negara-negara seperti Cina. India. Jcpang dan Eropa untuk menyeleksi aktivitas 

antimikroba dan menemukan bahan antimikroba baru (Abu Shahab et aI .• 2004). 

Salah satu tumbuhan yang banyak telllapal di Indonesia dan mempunyai aktivitas 

antimikroba adalan Bryophyta (tumbuhan lumut). Belllasarkan h~1 penelusuran puslaka. 

di Indonesia belum banyak penelitian yang mengungkap tentang potensi tumbuhan lumut 

sebagai anlimikroba. Ekstrak tumbuhan lumut mengandung bahan aktif isoflavonoid. 

flavonoid. biflavonoid dan terpenoid yang telah dilaporkan mempunyai akU"las 

antimikroba (Sanlas et al., 2001; Xiao Jian Bo, 2006) lumut hati merupakan salah satu 

kelas dan divisi tumbuhan tumut yang memili~ beberapa kandungan bahan aktif yang 

be!potensi sebagai <IlUmikroba. Flavonoid yang diisolasl dan eksuak Mardlanlia 

wnvaluta mempunyai kemampuan menghambat Staphylocoa;us aureus, Bacillus 

enteridis, Streptococcus hemoJitic ~'P8 B dan Diplococcus pneumoniae (Xiao Jian Bo, 

2006). lumut hati Palfavicinia lye/Ii mengandung senyawa anHfungi steroid yang dapat 

menghambat pertumbuhan fungi Aspergillus fumigatus (Subllisa dan Subramoniam, 2(05). 

Astralfa angus/a mengandung senyawa antifungi dibenzoturan bis (bibenlil) , senyawa 

yang sama Juga ditemukan pada umut hati Lep/dolia incuruata dan Jerman (Scher et al., 

2003 dan au et aI., 2006). 



Dumorlieta hlrsuta adalah salah satu tumbuhan lumut hali yang 1umbuh di hulan 

cangar Batu. lumut hati inl umumnya hanya tumbuh dl hutan. dan pertumbuhannya 

membutuhkan persyaratan khusus dlantaranya adalah tempat .yang mempunyai 

kelembaban linggl dan terlindung dart slnar malahar! serta dipengaruhl oleh musim. Jika 

muslin hujan ketersedlaan lumut hati mellmpah sedangkan pada muslm kemarau terbatas 

atau sed!kit sekafi. Lumut hati Dumorliera hirsuta berpotensl sebagai penghasil 

antimikroba. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa ekstrak kasar Dumottieta hlrsuta 

dalam aseton dan metanol air memillkl aktivitas penghambatan sebagal antibakterl dan 

antiftJngi (Junafrlah dkk. 2007). 

KendaIa lumut hati Dumat/era hlrsuta untuk dapat dlmanfaatkan sebagal bahan 

baku antlmlkroba adalah ketersedlaannya yang terbatas dan belum diungkapnya teknologl 

budktaya sampaJ proses menghasllkan bahan aktlf. OIeh sebab 11u. pemanfaatan 

bloteknologi tepatnya kultur kalus dlharapkan dapat memban1u dalam penyediaannya. 

Kajlan tentang senyawa aktif antimikroba dalam Dumortlera hirsuta juga belum 

banyak dilakukan. Sehlngga. penelltlan yang mengungkap potensi DutnOItIera h/tsuta 

sebagal sumber bahan antlmikroba dan upaya perbanyakannya melaJui kultur kalus 

penting untuk dlkembangkan. 

1.1 Rumusan Masalah 

Bardasarkan latar belakang tersebut dl atas. maka penelltl merumuskan 

pennasalahan sebagal bertkut 
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1) Metode sterilisasl manakah yang dapat menghasilkan eksplan steril dan segar? 

2) Formulasi media manakah yang dapat menglnduksl terbentuknya kalus ? 

3) Janis allsltor manakah yang dapat memacu terben1uknya senyawa anUmlkroba? 

4) Jenis 9Olol198n senyawa antimlkroba apa saJa yang terdapat daJam kalus lumut 

haH Dumortiera hlrsuta ? 

5) Bagaimanakah aktivltas antimlkroba ekstrak kalus lumul hati DumorlJera hirsuta 

dart berbagal metoda ellsitasi ? 



BAB II. 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1. nnjauan Umum Lumut Hati 

Berdasarkan perbedaan rnorfoJogi anatomi gametofitnya, para ahU botani 

membagl lumut menjadi tiga kelas yaitu Hepatfcopsfda (lumut hati). Anthocerotopslda 

Oumut tanduk). dan Bryopslda Oumut daun). Lumut daun merupakan kelas yang 

mempunyaJ Hngkst perkembangan paling tlnggl dlbandingkan dua kelas lumut lainnya 

serta memlilki jumlah jenis terbesar (Stem, 2003). 

Hepatlcopsfda adalah lumut hati, dlsebut demikian karena gametofit pada 

beberapa genus bentuk luamya seperti hati. Rhizoid lumut hatl berupa sel tunggal 

(unlselu/er). Rhizoid berfungsl sebagal aIat penghlsap zat makanan. sekat melintang 

rhizoid tldak sempuma dan tidak bercabang. Garnetofit umumnya berkembang secara 

langsung dari spora. Sporofit lumut hat! umumnya kurang begltu kompleks dibandlngkan 

lumut sejaH. Pada kapsul sporogonlum ada atau tidak mempunyal benang-benang elatera 

yang berfungsi mengeluar1<an spore dan kapsul mempunyai mekanisme pelepasan spore 

yang sangat berbeda. 

Gametofit lumut hall berwama hljau memiplh dan tubuhnya dorsiventral yaltu 

tubuh baglan atas atau dorsal berbeda dengan bagJan bawah atau ventral. Berdasarkan 

bentuk lalusnya, lumut hat! dibagi menjadi dua kelompok yaltu fumut hat! bertalus dan 

fumut hati berdaun. Anggota kefas Hepaticopslda yang serlng dijumpai adalah RIccIa, 

Marchantia, dan Dum0ttiet9 yang semuanya bertalus, sedangkan yang berdaun adalah 

Jungermanla. LeuooIejeuna, dan Scapania (Tjitrosoepomo. 2003; Yudlanto. 1992 ; dan 

Tjondronegoro,1989) 

2.2 Karakterlstlk dan Klasffikasl Dumottlera hlrsuta 

Dumortiera hlrsuta merupakan tumbuhan talokl, tebaf talus lebih dart satu sel. 

Sef..se! dengan banyak kIoropIast keetl, permukaan talus tanpa porus dan tidak reticulate, 

tidak mempunyai ruang udara. mempunyai rhizoid papilbse. lebar talus 1-3 an. dan 

blasanya dengan sebuah midrib semplt, sprofit diatas reseptakel bertangkal (Sujadmiko, 

1999). 
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Dumorlieta hirsuta merupakan salah satu lumut hati dari famili Marchantiaceae • 

oleh karena ltu kekerabatannya sangat dekat dengan lumut hati dari Jenls Marchantia. 

Adapaun klasifikasi Dumortiera hlrsuta menurut Tjilrosoepomo (2005) adalah sebagaJ 

berikut: 

Regnum : Plantae 

DIvIsi : Spermatophyta 

Kelas : Hepatloopsida 

Ordo : Marchantiales 

Famm : Marohantiaceae 

Genus : Dumortiera 

Spesies : Dumorllera hlrsuta 

2.3 Kandungan dan Fungll Bahan AktIf Bryophyta 

Bryophyta rnengandung bahan aktif flavonOid. isoflavonoid. biflavonoid. flavones 

apigenin. apige nin-7-O-trlglycoslde. lucenln-2. luteolin-7-O-neohesperidosfde. saponarine. 

vHexin dan bifianold bartramiaflavone. 'Cdan O-Glikoslda flavon, O-GIlkosida flavanol. 0-

Gllkosfda flavanon, O-Gfikosfda auron. C-G1lkoslda dihidrokhalkon, O-Gllkoslda flavono', 

Auron. 'Cdan O'-Gfikoslda flavon, dan 3-Deoksiantosianln (Basile et al, 1999; Markham. 

1988; Saxena dan Harfnder.2004) 

Flavonoid terdapat pada tanaman dan mempunyal banyak rungsl. dlantaranya 

menghasllkan wama klmlng. merah. dan blru pada bunga, serta untuk proteksi terhadap 

serangan mikroba dan serangga. Flavonoid mengurangi respons tubuh terhadap alergen, 

virus. dan karslnogen, sehlngga flavonoid menunjukkan aktivltas anti alerg~ anti inflamasi. 

anUmikroblal, dan anti kanker. Flavonoid juga mempunyal aldivltas sebagal antioksldan, 

yaitu sebagai proteksi terhadap kerusakan oksidasl dan radikal babas. Selaln bahan

bahan aktif yang dfsebutkan dl atas. Bryophyta juga mengandung terpenoid. fenolik, dan 

bahan-bahan yang mudah menguap yang mempunyal kemampuan sebagai antimikroba. 

2A Manlaat Bryophyta 

Manfaat Bryophyta sebagal tumbuhan obat di Clna, Eropa, dan Amerika Ufara 

telab eroatat daJam literatur. Di Clna. beberapa spesies dar! Flssidens dan Polytrichum 
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dlgunakan sebagai dluretik dan abat untuk menstimulasi pertumbuhan rambut Orang 

Indian dl Amerlka utara menggunakan Bryum, Mnlum, PhllonotJs, dan Polyfrfchum 

junlpednum untuk menyembuhkan luka bakar dan memar (Basile at al, 1998). 

Rhodobyum glganteum dapat meningkatkan lransfusi darah aorta sampal 30% pada 

hewan. Physcomltrela dlgunakan untuk menghasllkan faktor IX pembekuan darah untuk 

penderlta hemoflll B (BasIle at aL, 1998). 

Telah dl\akukan peneUtlan yang menunjukkan aklivltas ekstrak Bryophyta 

sebagai antimlkroba. dl antaranya adalah peneUtlan yang dilakukan oIeh "han at al., 

(2006) yang menyatakan bahwa eksrak Palustrlella oommutata dalam 1iaksI aseton dapat 

menghambat pertumbuhan balderl Gram negatif (Klebsiella pneumonlaa, Yersinia 

anterocolltica. Pseudomonas aeroginosa, Escherichia roJi, dan Entetobac1er aerogenes) 

dan balderl Gram posItif (SaC/Dus mymldes, Badllus C8teu8, SaclUus subtJlls, dan 

Mlaococcus luteus). Subhlsha dan Subramoniam (2005) meiaporkan bahwa ekstrak 

Pallav/clnla lye/In mempunyai aktivitas antifungi terhadap Asperg/Rus niger, Asperg/7/us 

fumi)atus, Fusarium oxysporum, dan candida alb/cans. 

2.5 TlnJauan Antlmlkroba 

Antimikroba adalah bahan kimia alami atau sintetik yang dapat membunuh atau 

menghambat pertumbuhan mlkroorganlsme. Agen yang dapat membunuh organlsme 

sering dlsebut agensidal (ddal agents) seperti bakterisldal, fungskJal. dan v1ruskJaJ. Agen 

yang dapat menghambat pertumbuhan dlsebut agen statik (static agents) sepertl bakter! 

statile, fungi statik. dan virus statik (Madigan at aI., 2003). Agen mlkroba dapat berupa 

desinfektan. antiseptik, maupun antiblotik. Senyawa antimlkroba dapat menyebabkan 

kerusakan 1Islk sel. mtsalnya IIsIs yang dlsebabkan oleh surface active agents sehlngga 

mlkroba tidak mungkln fagi dapat berkembang blak. Aklivitas mlkroba yang dapat dlamati 

secara langsung adalah penghambatan terhadap perkembangblakan mlkroba (Madigan at 

al.,2OO3). 

Menurut Pelczar dan Chan (1988) banyak faktor dan keadaan dapat 

mempengaruhl penghambatan atau pembasmlan mlkroorganisme oleh bahan 

antimlkroba. Faktor-faktor tersebut antara laIn konsentrasi atau Intensltas zat antimlkroba. 

jumJah mikroorganisme. suhu. spesies mikroorganisme. iIIanya bahan organlk, dan pH. 
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AkIIvItas antimlkroba dapat diketahui dengan melakukan ujl skrinlng antimikroba, 

antara lain dengan menggunakan metode kertas cakram. Aldivltas anUmikroba suatu 

senyawa terhadap suatu mtkroba uJ dibuldikan dengan adanya respons penghambatan 

pertumbuhan mikroba yang ditandal dengan halo (daerah benlng dl sekltar kertas 

cakram). AIdivitas antimikroba dapat digunakan untuk menentukan nHai MIC (Minimal 

Inhlbltcxy Concentration) yaftu konsenlrasl terendah suatu agen antimlkroba yang 

dlperfukan untuk menghambat perkembangan pertumbuhan mlkroba secara nyam setelah 

dDnlwbasl selama waktu yang dlkehendald; atau nilal MBC (MInimal BacterlckJal 

Concentration); dan MFC (Minimal Fungicidal Concentration) untuk mengetahui efek 

membunuh bakIeri atau fungi (Haba sf aL, 2002; Wistreich, 2003). 

2.8 Mekanfsme Kerja Antfmikroba 

Secara umum, serangan suatu bahan antimikroba dapat diduga dengan 

mengetahul struktur dan komposlsl mlkroba. Suatu sel hldup yang normal memlliki dindlng 

seI, membran sitDplasma yang tersusun oleh sejumlah besar protein, asam nuldeat dan 

senyawa Ialnnya. Kerusakan pada salah satu penyusun sel dapat mengawall teJjadlnya 

perubahan yang menuju kematian sal tersebut (Pelczar dan Chan, 1988). 

Mekanlsme daya kerja anUmikroba terhadap seJ antara lain dengan merusak 

dlnding seI, mengganggu permeabllltas membran sel, merusak molekul protein dan asam 

nukleat. menghambat aJdivItas enzlm, dan menghambat slntesa asam nukleat (Pelczar 

dan Chan, 1988; Musllmln 1995). 

2.7 nnJauan Mkroba Patogen 

Mikroba patogen adalah semus mlkroba yang dapat menimbulkan penyaldt balk 

pada hewsn, manusla dan tumbuhan. Mlkroba uJ yang dlgunakan dalam penelitlan Ini 

adalah bakterI dan yeast. Bakteri yang digunakan adalah Staphylocoa:us aulBUs dan 

Eschetichla coD. Untuk goJongan yeast yang digunakan adalah candida alblcans. 
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2.8 Teknlk Pemlsahan dan Pemumlan 

2.8.1. Ekstraksl 

Ekstraksl adalah suatu proses pemlsahan substansl dari campurannya dengan 

menggunakan pelarut yang sesuai. Penggunaan ekstraksi yang tepat bergantung pada 

baltan yang dlekstraksi dan pada jenis senyawa yang dll8Olasl. 

Berdasarkan proses pelaksanaannya, ada 2 macam ekstraksl, yaitu: 

1. Eks1raksl berkeslnambungan 

Pada ekstraksl Inl, pelarut yang sama dlpakal secara berulang-ulang sampal proses 

selesai. Contohnya: sokhlet 

2. Eks1raksl bertahap 

Pada ekstraksi inl, selalu dlpakai pelarut barn pada setiap tahapnya sampal proses 

selesaJ. Contohnya: maserasl dan perkolasi. 

Sedangkan berdasarkan bentuk campuran yang diekstraksl dapat dlbedakan menjadi 2 

macam, yaltu: 

1. Ekstraksi padat-cair 

Merupakan proses ekstraksl yang paling banyak ditemul daJam usaha mengisolasl 

senyawa berkhaslat yang terkandung dalam bahan alam yang berbentuk padat 

2. Eks1raksl calr-calr 

Merupakan proses ekstraksi yang berdasarkan pada dlstnbusl 80lut daJam dua macam 

peJarut yang tldak saflng campur sehlngga solut akan terbagi daJam kedua macam 

pelarut tersebut sampal dicapal suatu keadaan yang setimbang (Harbome, 1987). 

2.8.2. Kromatografl 

Kromatografi merupakan teknik pemisahan suatu campuran zat-zat kimia 

beldasarkan perbedaan dlsbibusinya dalam rasa gerak (dapat berupa calr maupun gas) 

dan rasa diam (dapat berupa padat maupun calr). Dengan kromatografl, hampir setiap 

campuran klmla, mulal dar! senyawa dengan berat molelwl rendah sampai tlnggl, dapat 

diplsahkan menJadi komponen-komponennya dengan beberapa metode kromatografl 

(Griller, 1991). 

Ada beberapa macam metode kromatografi, yailu kromatografi lapis tipls, 

kromatografi gas, kromatografi koIom, kromatografl vakum cair, kromatografi kolom cepat, 

dan sebagalnya. Pemlsahan dan pernumlan kandungan senyawa daJam tumbuhan dapat 
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dllakukan dengan menggunakan salah satu dari metode kromatografi atau gabungan dan 

metode tersebut 
KromafDgrafi lapis tipls merupakan suatu metoda pemlsahan senyawa kimla 

berdasarkan perbedaan aSsorbsl oleh fasa dlam dan tasa gerak. Fasa dlam yang 

dlgunakan berupa laplsan tipis dengan ketebalan 0,1 - 0,25 mm yang terdlri dart baIlan 

padat biasanya berupa selulosa yang dlsaputkan pada suatu pelat kaca atau penyangga 

lain yang dlgunakan untuk kromatografi. Laplsan yang paling banyak dfgunakan bempa 

silika geI, tetapi dapat juga dar! sephadex, alumInium oksfda, magnesium fosfat, damar 

penukar Ion (untuk senyawa terfonisasi), kalium hldrokslda dan pollamida (Harbome, 

1987). 
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BAB III 

TWUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1. Tujuan Penelltlan 

Tujuan pene/llian Inl adalah: 

1) Mengetahui metoda steriUsasi yang sesual untuk mendapatkan eksplan steril 

2) Mengetahul formulasl media yang sesuai untuk induksl dan perbanyakan kalus. 

3) Mengetahul jenis ellsltor yang dapat memacu terbentuknya senyawa antimikroba 

4)· Mengetahul golongan senyawa antimlkroba yang terdapat dalam kalus 

Dumortiera hlrsuta 

5) Mengetahul aktlvltas antlmlkroba ekstrak kalus Dumorlier8 hltsuta berbagal 

metode ellsltasl terhadap mlkroba patogen 

3.2. Manfaat Penelltlan 
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1) Tersedianya data dasar tentang senyawa antimlkroba lumut Dumortiefa hirsuta. 

2) Memberikan Infomnasi IImlah manfaat lumut Dumortieta hIrsuta untuk dlgunakan 

penelitian dl bidang blologl, farmasl dan kedokteran. 

3) Meningkatkan derajat kesehatan masyarakat 



4.1 Lokasl dan Lama Penelltlan 

BAB IV 

METODE PENEUTIAN 

Penelitian Inl dHaksanakan dl 3 laboratorium yaitu Laboratorium Kultur Jarlngan dan 

MlkrobloJogI Departemen Bblogl, serta Laboratorium Kimfa Organik Departemen Kimla, 

Fakultas Sains dan Teknologl, Universitas Afrlangga selama 8 bulan. Tahapan penelltlan 

Inl adalah (1) Stenlisasf untuk mendapalkan ekspJan talus steril, (2) Induksf dan 

perbanyakan kalus dengan menggunakan zat pengatur tumbuh yang sesuaf, (3) Up 
peningkatan produksf senyawa aktif dengan menggunakan metoda ellsltasf blotik dan 

ablotik, (4) Ekstraksi kalus Dumortlera hirsuta dengan berbagal metoda eUsitasi (5) Ujl 

aktlvitas antimlkroba dar! ekstrak kalus berbagaJ metoda ellsltasi. 

4.2. Bahan dan Alat Penelltlan 

4.2.1 Bahan 

1. Bahan utama yang dlgunakan adalah lumut haft Dumolt/era hirsuta yang diperoleh 

dar! Hutan Gangai' Batu Malang. 

2. Mlkroba ujl yang dlgunakan melfputi Staphytocooous aureus, Escherichia 0011, 

Candida alb/cans yang merupakan koleksi dari faboratorium Mllcrobiobgf, 

Departemen BIdogI, Fakultas Salns dan Teknologl, Unalr. 

3. Bahan kfmfa untuk ekstraksf yaitu heksan berderajat pa (pro anallsls),sHika gel GF254, 

pereaksi liebermann Buchard dan bahan faJnnya. 

4. Bahan untuk pertumbuhan mikroba uji tardlri atas Eosine Methylene Blue (EM B), 

ManHoi SaH Agar (M$A), Potato Dextrose Agar (fDA), dan Mueller Hinton Agar 

(MHA) 

5. Bahan untuk Induksf dan perbanyakan kalus adalah medium Murashlge dan Skoog. 

4.2.2 Alat Penelltlan 

A1aHlat yang dlgunakan dalam penelltian inl adalah alaHlat gelas yang bfasa 

dlpakaJ dllaboratorlum, tabung maserasi, pipet milcro, rotary vacuum evaporator, water 

bath, seperangkat alat kromatografl lapis tipis. 
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4.3. cara Kerja 

4.3.1 Proaedur sterilisasl 

Prosedur sterlisasl eksplan lumut hatl Dumorllera hlrsuta terdlrl atas 6 metode 

sterlllsasl yaltu: 

MeIode stertllsaal A. 

Tumbuhan lumut dlbersihkan dari tanah yang melekat dlrendam dalam larutan 

detefgen, dan dlbllas dengan air mengalir hlngga tidak berbusa. Di dalam LAFC, tumbuhan 

lumut dlsterillsasl dengan 0,1% sodium hlpoklorlt selama 5 menlt dan dlbnas dengan 

aquades steril sebanyak tiga kall masing-maslng 3 menlt Selanjutnya dlsteriDsasi lagi 

dengan 1% sodium hlpoklorlt salama 5 manit dan dlbilas dengan aquades sterll sebanyak 

lIga kall maslng-masing 3 manit Eksplan dltanam pada 6 botol, masfng-maslng botol ten:liri 

atas 5 potong eksplan. 

Metoda sterliisasl B. 

Tumbuhan lumut dlbersihkan dar! tanah yang melekat dlrendam dalam larutan 

detergen, dan dibllas dengan aIr mengallr hingga tidak berbusa. Lalu dlrendam dalam 

funglsida (2 gram dalam 100 ml aquades) selama 10 men It Di daJam LAFC, tumbuhan 

lumut dlstenllsasl dengan 0,1% sodium hlpoklorlt selama 5 menlt dan dlbOas dengan 

aquades steril sebanyak lIga IeaII masing-maslng 3 manit Selanjutnya dlsteriUsasi lagl 

dengan 1% sodium hlpoklorlt selama 5 menlt dan dlbllas dengan aquades steril sebanyak 

tiga kaII masing-masing 3 menlt EksP.lan dltanam pada 6 bo1ol, masIng-masing botol ten:lirf 

alas 5 potong eksplan. 

Metoda starlllsaal C 

Tumbuhan lumut d1bersihkan dari tanah yang melekat, direndam dalam larutan 

detergen, dan dibilas dengan air mengalir hlngga tldak berbusa. 01 dalam lAFC, tumbuhan 

lumut dlsterflisasl dengan sublimat (1,6 ml dalam 100 ml aquades steriQ selama 10 menlt 

dan dibiJas dengan aquades sterll sebanyak t1ga kall maslng-masfng selama 3 menlt 

Selanju1nya disterillsasilagi dengan 20% sodium hlpoklorlt dan satu tates tween 80 selama 

10 menlt dan dlbllas dengan aquades sterIJ sebanyak lIga kaD maslng-maslng 3 menit 

EkspIan dltanam pada 6 bolol, maslng-maslng botol tertllr! atas 5 potong eksplan. 
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Metode sterillsasl D 

Tumbuhan lumut diberslhkan dari tanah yang melekat. direndam dalam larutan 

detergen. dan dlbilas dengan air mengallr hingga tidak berbusa. Di dalam LAFC. tumbuhan 

lumut dlsteriflsasi dengan subllmat (1.6 ml da\am 100 ml aquades steriO selama 7 menlt. 

dan dlbllas dengan aquades steril sebanyak tfga kaU masing-maslng salama 3 menit. 

Selanjutnya disteJillsasi lagl dengan 1% sodium hlpoklorlt dan satu teles tween 80 selama 

5 menlt dan dlbllas dengan aquades steril sebanyak Hga kall maslng-maslng 3 men It 

Eksplan dltanam pada 6 botol. masing-masing botol terdfri atas 5 potong eksplan. 

Metode sterillsasl E 

Tumbuhan lumut diberslhkan dart tanah yang melekat. dlrendam daJam larutan 

detergen. dan dlbllas dengan air mengallr hlngga tfdak berbusa. 01 dalam LAFC. tumbuhan 

lumut dlsterilisasi dengan 1% sodium hfpoklorit dan satu tetes tween 80 selama 5 manK 

dan dlbllas dengan aquades sterll sebanyak tlga kall masing-masing 3 menlt Eksplan 

dltanam pada 6 botol. maslng-maslng botol terdlri alas 5 potong eksplan. 

Metoda sterillsasl F 

Tumbuhan lumut dibersihkan dan tanah yang melekat. direndam dalam larutan 

detergen. dan dibllas dengan air mengallr hlngga tldak berbusa. DI dalam LAFC. tumbuhan 

lumut disteriflsasl dengan subllmat (0.2 ml dafam 100 ml aquades sten1) selama 7 menlt, 

dan dibllas dengan aquades stenl sebanyak t1ga kall masing-masing salama 3 menit. 

Selanjulnya dlsterillsasllagl dengan 1% sodium hipoklorit dan satu tetes tween eo selama 

5 menlt dan diblfas dengan aquades steril sebanyak Hga kall maslng-masing 3 menit 

Eksplan dltanam pada 6 botol. maslng-masfng botol terdlri atas 5 potong eksplan. 

Metoda sterIIlsasi G 

Tumbuhan lumut dlberslhkan dart tanah yang melekat. direndam dalam larutan 

detergen. dan dibllas dengan air mengallr hfngga tidak berbusa. 01 dalam LAFC. tumbuhan 

lumut dlsterilisasi dengan betadln (0.25 ml dafam 100 mI aquades steriO selama 5 menlt. 

dan dibilas dengan aquades steril sebanyak tlga kall maslng-maslng selama 3 menit. 

Selanjulnya disterirJSaSllagi dengan 1% sodium hipoklorit dan satu tetes tween 80 selama 
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5 mentt dan dibilas dengan aquades slenl sebanyak tiga kali mas"'in"gC;-m;;:a;;:1si;;;:ng;-;r3 ";;m;;;en;;ii't. -----

Eksplan dilanam pada 6 bolol , masing-ma~ng bolol lerdin alas 5 polong eksplan. 

Metode storillsasl H 

Tumbuhan lumul dibersihkan dan lanah yang melekal, direndam dalam larulan 

delergen, dan dibilas dengan air mengalir hingga tidak berbusa. Oi dalam lNC, lumoohan 

lumut dlslenl~asi dengan sublimal (0,1 ml dalam 100 ml aquades slenij selama 2 menil, 

dan dibilas dengan aquades sloril sebanyak liga kali masing-masing selama 3 men it 

Selanjulnya dlslerilisasi lagi dengan 1% sodium hipo~oril dan satu teles tween BO se"ma 

5 menil dan dibilas dengan aquades stenl sebanyak tiga kali masing-masing 3 menit 

Eksplan dllanam pada 6 botol, maslng-ma~ng bolol lerdirl alas 5 polong eksplan. 

4.3.2 Pembuatan Media 

Pemooalan media MS di"kukan dengan menimbang unsur..,nsur makronulrien, 

mioinositoi dan sukrosa dengan menggunakan timbangan analitik. Unsur makronulrien 

yang te"h ditimbang diOlrutkan dalam aquadesl 300 ml dan dihomogenkan menggunakan 

magnetJc stjrrer. Selanjulnya memasu~n larutan slok besl, mikronulrien, vITamin, hormon 

2,4 0, mloinosilol dan sukrosa ke dalam OIbu Erlenmeyer satu per satu sampai larut 

Aquadesl dituangkan sampai kurang febil 900 ml. pH diukur dengan kertas pH. Bila pH 

larialu asam, maka ditambahkan KOH, lelapi bila lerlalu basa ditambahkan HCI. 

Selanjulnya ditambahkan aquadest sampai volume mencapai 1000 ml. 

Bahan pemadal yang lelah ditimbang kemudlan dimasukkan ke dalam lan,lan 

media dan dipanaskan dl alas kompor gas sampal seluruh bahan larut Larulan diluang ke 

dalam bolol stenl, dilutup menggunakan aluminium foil a!au sumbal karel dan diberi label. 

Botol-tlolol yang lelah berisi media d~lerilisasi menggunakan auloclave pada lekanan 1 

abn dan suhu 121' C selama 15 menit Selanjulnya bolol di~mpan pada ruang inkubasi 

dongan suhu kamar. 

Med~m perlakuan untuk ;ndu~ dan peroanyakan kalus adalah sebaga; berikut 

Med~m 1: MSO 

Med~m 2: MS + 1 mgll2,4 0 

Med~m 3: MS + 2 mgll2,4 0 

Med~m 4: MS + 3 mgll2,4 0 
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Medium 5: MS + 4 mgJI2,4 D 

Medium 6: MS + 5 mg/l2,4 D 

Medium untuk pemacuan pembentukan bahan aktif tardiri atas: 

Medium erlSltasl blotlk (MS + ellsitor eksb'ak yeast) 

Medium ellsitasi abIotik (MS + ellsitor KNOl) 

Medium elisltasl (MS + elisitor ekstrak yeast dan KNOs) 

4.3.3 Penanaman Eksplan 

Penanaman eksplan dilakukan secara aseptis di dalam Laminar Air Row (LAF). 

Sebelum digunakan, LAF dlsterllkan terleblh dahulu dengan cara memberslhkan seluruh 

permukaannya menggunakan tlsu yang teIah dibasahi dengan alcohol 70 %. Kemudian 

lampu ultraviolet (UV) dlnyalakan salama kurang lebih 30 manit Seluruh bahan dan alat 

yang akan dlgunakan daJam penanaman eksplan selanjutnya dimasukkan ke LAF. 

Peralatan dan bahan tersebut terdlri atas pinset scalpel beserta mafa plsau sterlJ, cawan 

Petri sterlJ, boto! kultur, Erlenmeyer berisi aquades sterll, bolol berisl alkohol 70 %, lampu 

Bunsen. sodium hlpoldotit, tween SO. galas ukur dan eksplan. Sebelum dlmasukkan dalam 

LAF. peralatan disemprot terieblh dahulu dengan alkohol70 %. 

Sebelum dltanam. eksplan harus dlstenllsasi dahulu dengan berbagal metode 

sterilisasi. Kemudian talus dlpolong ukuran 1x1 em diatas cawan petri sterit menggunakan 

pinset sterll dan guntlng steril. 

Maslng-maslng potongan eksplan yang teIah steril dltanam daJam bolol kultur 

berisI media dengan kombinasl konsentrasi hormon tertentu. SetJap botol terdlri atas 5 

potong eksplan dan diletakkan dalam ruang inkubasl gelap bersuhu 23±20C. Kalus pada 

medium Induksl dipellhara selama 4 minggu. salanjutnya dlsubkultur pada medium ellsitasi 

salama 3 mlnggu. Kalus yang dlhasllkan pada medium ellsitasl dlekstrak 

4.3.4 Pembuatan Ekstrak Kalus DIIIJIOIIIeta hlrsuta dan Monitoring Bloaktif Ekstrak 

denganKLT 

Kalus lumut dikeringkan dan dibuat datam bentuk serbuk sJanjutnya dlekstrak 

dengan cars maserasl. Kalus dart masing-maslng met ode ellslfasi dlekstrak dengan 

menggunakan pelarut heksan dengan cara maserasi dan dlpekatkan dengan 

menggunakan rotary vacuum evaporator. Masing.maslng kandungan kimla ekstrak 
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dimonitor dengan KL T menggunakan rase diam gel GF 254 dan rase gerak heksan : 

kIorol'orm = 1 :1, serta het<san: etil asetat = 8 : 1, dlamati dlbawah slnar uv dengan A 254 

nm dan 366 nm, sarta dlsemprot dengan pereaksl LIebermann Burchard. 

4.3.5 Penentuan Aktivftas Antimlkroba 

Untuk mengetahui aktivitas antimikroba tumbuhan lumut digunakan metoda 

cakram kertas. Media yang dlgunakan dalam ujllnl adalah MHA steril. Suspensi mikroba 

dlbuat sesuai dengan standar 0,5 Me Farfand yaitu dengan menentukan kekeruhan 

suspensl mlkroba pada 00 0,1 pada G 1m untuk bakterl dan 00 0.1 pada Aeoo 1m untuk 

fungi. Sebanyak 1 ml suspensi mikroba uji dimasukkan kedalam cawan pe1ri sterll, 

kemudian dltambahkan 15 ml media MHA ke dalam cawan lersebut untuk dlhomogenkan. 

Agar dibiarkan dlngln dan memadat Sebanyak 3 buah cakram kertas steril diletakkan df 

pennukaan agar dengan jarak yang berjauhan dan sarna. Pada kertas cakram diinjeksikan 

20 pl ekstrak kalus tumbuhan lumut maslng-maslng dengan konsentrasl 80.000 ppm. 

Untuk uji difusi lanjut dengan konsentrasl 2500 ppm; 5000 ppm; 10000 ppm; 20000 ppm; 

40000 ppm; 60000 ppm. Penghambatan pertumbuhan dltunjukkan dengan terbentuknya 

daerah hambatan (Halo) jemih di sekitar kertas cakram. Diameter daerah penghambatan 

dlukur dengan jangka sarong (LC = 0.05 mm). 

4.3.6 Metoda Pengenceran dalam Tabung (tube dlllutIon meIIJod) 

Metode Ini diawaH dengan membuat suspensi mikroba up pada air fisiologis 

sehingga dlperoleh OD 0,5 pada A = 600. KIsaran konsentrasi zat antimlkroba yang akan 

diujikan harus lebih rapat agardapat mempertegas nilai MIC (Bailey dan Soott, 1994). 

Maslng-masing fraksi yang dlperoleh dlencerkan dengan pelarut yang sesual, 

kemudlan dlmasukkan ke dalam tabung reaksl sebanyak 1 mL dan dHambahkan 1 mL 

suspensi mikroba uji ke dalamnya. Kultur dlhomogenkan dan dBnkubasikan se/ama 24 

Jam. AktIvitas antibakterf akan terlihat apabila terjadl penunman kekeruhan dalam kultur 

tersebut Aktivltas Inf menunjukkan nDai MIC. Sedangkan niJai MBC dapat diketahul setelah 

kultur yang positif dftumbuhkan pada medium agar dan dDnkubasikan selama 24 jam. 

ApabDa tidak ada mikroba yang tumbuh, maka konsentrasl tersebut merupakan nilal MSC 

(Baley dan Scott, 1994) 
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4.3.7 Pemlsahan Kandungan Senyawa dalam Ekstrak 

Terlebih dahulu menyiapkan bejana pengembang dengan tutupnya. Lalu 

memasukkan fase gerak berupa heksan: kIorofonn = 1:1 dan heksan: eUI asetat = 8:2. 

Selanjutnya bejana pengembang ditutup agar proses penjenuhan blsa homagen dan 

cepat Untuk pembuatan kromatogram, slUka gel dlpotong latu d1ber1 tanda batas atas dan 

batas bawah. Masing-masing ekstrak dltotolkan pada slllka gel dan dltunggu sampaJ 

kerlng. Silika gel dimasukkan pada bejana pengembang, dltutup an ditunggu hfngga fase 

gerak mencapal batas atas. SlIIka gel dlkeluarkan dan dlkeringkan. Hasll keomatogram 

dlfoto. Selanjutnya menentukan harga Rf dart noda-noda yang tampak pada kromatogram. 

4.3.8 Penentuan GoIongan Senyawa Bloaktif 

Identifikasi golongan senyawa bloaktlf dilakukan dengan metode KLT 

menggunakan pereaksl semprot liebermann Burchard. 
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Bagan Allr Penelltlan 

Eksplan talus Dumorliera hlrsuta 

~ 
Metode slerilisasi 

! 
Eksplan steril --+. % Eksplan steril dan 

~--~------~ ~a 

! 
Penanaman pacta medium MS dengan berbagai konsentrasi zat 

pengatur tumbuh 

! /"'" IlndUksi millS IBroepaI 

r----Eksp-Ia-n t-erp-I-lIh-~1 % eksplan membentuk 
'--______ ----il. ~ kalus tertlnggl 

! I Bobot kalus tertinggl 

PemaaJall pembentukan bahan aktif dari eksplan 1erpHlh dengan 
metoda elisltasi bloHk, ablotik dan gabungan blotik dan ablotlk 

~ 
I Kalus dart berbagal metode ellsltasi I 

~ 
Ekstraksl menggunakan pelarut terpillh 

~ 

I Ekstrak dart kalus berbagal metode elisitasl I 
! ! 

Keluaran: Indlkator: 
- Dlketahul metode s1erlUsasi yang sesuai - Persentase eksplan steril dan segar 

untuk mendapatkan ekspIan steril - Waktu induksi kalus tercepat 
- Dlketahui formulasi media yang sesuai - Persentase eksplan membentuk kalus 
untuk induksl kalus terttnggi 

- Diketahul berbagal meble eIIsItasi - Sobot lcalus tertlnggl 
untuk pemaaJan pembentukan bahan - Jenls elisitor untuk pemacuan 
aktif PembenbJkan bahan aktif 
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Tahapll 

LanJutan 

Ekstrak dan metode 
ellsitasi bloUk 

Ekstrak dan metDde 
ellsltasl abloUk 

Eksb'ak dan gabungan 
metode ellsitasi blotlk 

dan ablotlk 

I 

Kaluaran: 

I 
+ 

Uii aktlvltas antlmikroba 

~ 

I Ekstrak yang paling potensfal untuk antimikroba 

~ 
UD aktJvltas antlmlkroba dan ekstrak kalus ellsltaslterbalk 

~ 
KL T untuk ekstrak yang mempunyal aktlvitas antlmlkroba spektrum 

luas 

Dlperoleh data golongan sentawa aktif I metabollt sekunder 

I 

Indllcator: 

I 

- Dlketahul janis ellsltor yang menghasllkan 
bahan aktIf antImlkroba teJbalk 

- Nilal diameter penghambatan (halo) 

- Diketahul eksb'ak bloaktlf antlmikroba dan 
kalus Domorliera hlrsuta 

- Dlketahul goIongan senyawa aktIf dan kalus 
Domorliera hirsuta 
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- NilalMIC 
- Golongan senyawa aktlf 
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4.3.9.Rancangan Penelltlan 

Penelitian ini bersifat eksperimentallaboratoris ( metode stenlisasi, induksi kalus, 

penentuan aktivltas antimikroba). 

4.3.9.1.Variabel Penelttlan 

Variabel daJam penelitian Inl meliputi : 

a. Varibel bebas 

b. Variabel terikat 

4.3.9.2. Anallsls Data 

: berbagai metode sterilisasi, konsentrasi 2,4 0 yaltu 0, 1,2,3,4,5 

nvn dan konsentrasl ekstrak maslng-maslng 0 ppm; 2500 ppm; 

5000 ppm; 10000 ppm; 20000 ppm; 40000 ppm; 60000; 80000 

ppm 
: pessentase eksplan sterll, waktu Induksi kalus. persentase 

eksplan membentuk kalus, bobot kalus, diameter daerah 

penghambatan, nilai MIC, dan golongan senyawa aktif 

Data yang diperoleh berupa persentase eksplan steril,. waktu induksi kalus, 

persentase eksplan membentuk kalus. bobot kaJus, diameter daerah penghambatan, nllm 

MIC, 9Olongan senyawa aktif. Data - data tersebut dlanalisls secara deskriptlf. 
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BABV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Produksl senyawa antimlkroba seeara In vitro dllakukan melalul serangkaian 

tahapan. Tahapan tersebut adalah pemiDhan eksplan dan sterilisasl, Inlsiasi dan proliferasi 

kalus, ellsitasf dan ekstraksl senyawa metabolft sekunder. 

Penel'rtian Ini auancang untuk mengetahul metode sterillsasi yang sesuai untuk 

mendapatkan eksplan sterll, mengetahul formulasi media yang sesuai untuk Induksi dan 

perbanyakan kaJus, mengetahui jenls ellsitor yang dapat mernaa! terbentuknya senyawa 

antimlkroba. mengetahui golongan senyawa antimikroba yang terdapat dalam kalus 

Dumortf8fa hirsuta dan mengetahui aktMtas antimikroba dari maslng-masing ekstrak kalus 

dari berbagai metode elisHasl. 

Hasil pengamatan terhadap hasll penelitlan berupa persentase eksplan sterit, waktu 

Induksl kalus (harl), persentase eksplan membentuk kalus, bobol kalus, aktlvltas 

antimlkroba. dan golongan senyawa aktif yang dlsajikan dalam bentuk label dan diagram 

batang dl bawah Inl. 

5.1 SterlIIsasI Eksplan 

Tabel1. Persentase Eksplan Steril Dari Berbagal Metode SteriBsasi 

Eksplan sterll 
Metode steriDsasi l%) KondlsJ eksDlan Jenls kontamlnan 

A 0 bleaching funal 
B 40 bleachlna funal 
C 100 bleaching -
0 100 tldak bleachlna. kecoldatan -
E 0 tldak bleachina fungi 
F 0 tldak bleachlna c:oldat funal 
G 0 tldak bleaching. hUau funai 
H 100 hilau segar -
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Gambar 1. Diagram balang hubungan anlara melode slenlisasi dengan eksplan slenl 

Bag ian lana man yang d~unakan sebagai bahan untuk ini~asi kultur disebul 

eksplan (Leslari, 2008). Dalam penelilian ini digunakan eksplan lalus. Sebelum dilanam 

secara aseptis pada media slenl, eksplan harus dibe~hkan dan koloran leriuar dan 

disterilisasi. Sterilisasi eksplan hanya sebatas sterilisasi permukaan atau bukan 

menghilangkan infeksi konlaminan dalam eksplan. Dalam proses slenlisasi eksplan yang 

dibersihkan adalah debu. cendawan. bakleri alau kontaminan dari bagian dalam 

permukaan eksplan, bukan yang berada di bagian dalam eksplan (yusnila, 2003). 

Dari semua sumber kontaminasi , yang paling sulil dialasi adalah yang berasal dari 

eksplan. Oleh karena ~u dalam memilih suatu melode slenlisasi harus seleklff, ya~u yang 

mampu mengeliminasi bakleri dan jamur yang I~ak diinginkan dengan gangguan 

seminimal mungkin lerhadap bahan eksplan. Pada prinsipnya sulil unluk menenlukan 

metode baku yang berlaku unluk semua jenis tanaman dan semua bagian tanaman. 

Secara gans besar ada ketenluan umum, namun secara spesifik metode sterilisasi yang 

paling lepal akan diperoleh dari trial and error. Cara penanganan bagian lanaman yang 

lunak akan sangal berbeda dengan bag ian lanaman yang keras atau biji yang memili~ 

kulil keras (Zulkamain, 2009). Evans et a/. , (2003) menyalakan bahwa kullur dapal 

dipenksa selama 3-5 hari selelah inisiasi alau sub kullur. Sierilan yang digunakan unluk 

slenlisasi eksplan lalus adalah sodium hipoklonl, sublimal, betadine. Konsentrasi dan lama 
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waktu sterilisasi sangal bervanasi terganbJng dari jenis eksplan dan tempat bJmbuhnya 

(Indrlanto, 2003 dan Zulkamaln, 2009). 

Hasll penelltian (tabeI1) menunjukkan bahwa pada metoda steriHsasi A, eksplan 

mengalamf bleaching dan kontamlnasi 100%. Kontamlnasi te~adi setelah 3 han 

penanaman (30%) dan setelah 7 hari (1 minggu) eksplan kontaminasi 100%. Kontaminasi 

berupa kapang yang berwama putlh menubJpl eksplan (Gambar 2). Hal Inl dlsebabkan 

ekspIan yang ditanam berasaI dart lapang (hutan) yang umumnya lebill kotor, lebih 

terkontamlnasi sejak awal sehlngga prosedur sterllisasi harusnya dlbuat leblh keras 

dengan meningkatkan konsentrasi bahan pensteriJ atau dengan memperpanjang waktu 

stenlisasl. Penggunaan sodium hlpokJorit secara bertingkat menyebabkan sebaglan 

ekspIan mengalaml perubahan wams. 

Dalam proses sterillsasit dilakukan prasterilisasl yalbJ mencuci eksplan dengan 

menggunakan sabun atau detergen dan diblarkan beberapa saat dl bawah pancuran air 

yang mengallr. Hal Inl dllakukan untuk memecah kolonl kontarnlnan agar lebih peka 

terhadap sterilan. Pada prosedur sterilisasi B dlgunakan fungisida dan sodium hipokloril 

Hasil penelltian menunjukkan bahwa eksplan mengalaml bleaching dan kontamlnasl. 

Kontamlnasl terjadl setelah 7 hari penanaman (10%) dan seteiah 14 hari (60%). 

Kontamlnan berupa fungi yang menutupl permukaan eksplan. 

Penggunaan sodium hipoklorlt dengan konsentrasl 20% (metode C) menghasilkan 

ekspIan stern 100%, tetapi semua eksplan mengalaml bleaching (Gambar 3). Hal Inf 

disebabkan oleh konsentrasi sodium hlpoklorit yang dlgunakan terlalu tlngg!. Menurut 

Bhqwanl dan Razdan (1983) sterilan bersifat meracuni jaringan. 0Ieh karena flu 

konsentrasl dan lama perfakuan harus benar-benar diperhaUkan untuk mengurangi reslko 

kematlan jaringan. 

Semua sterllan adalab toksik terhadap eksplan, sehlngga perlu dllakukan pencucian 

yang berulang-ulang agar seroua st.erllan yang menempel dapat tercuci. Dalam penelltlan 

ini dlgunakan tween 80 yang berfungsl unb.Jk menurunkan tegangan pada permukaan 

ekspIan, sehingga sterilan IebIh mudab masuk ke dalam membran sel eksplan. 

Penggunasn sublimat telah terbuktl efektif untuk sterillsasi tanaman yang berasal 

dari lapangan. Roy at aJ (1990) menggunakan 0,5% sublimat sebagal bahan untuk 

steril'lSaSi eksptan nodus fiJIaman nangka dengan has" yang memuaskant sedangkan 

Hadlyono dan Zulkamaln (1991) menggunakan 0,05% subllmat untuk sterilisasi eksplan 
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nodus tanaman lada dengan hasil baik. Pada metode stenHsasi C dan 0 penggunaan 

sublimat dapat menghasilkan eksplan steril sebesar 100%, hanya saia penggunaan 

sublimat dengan konsentra~ tinggi menyebabkan eksplan mengalami perubahan wama 

menjadi bfeacIJing (metode C) dan keco~atan (metode 01. 

Stenlisasi tanpa menggunakan subHmat seperu pada metode E dan G 

menyebabkan seluruh eksplan mengalami kontaminasi. Walaupun penggunaan betadine, 

tetap tidak mampu menghilangkan kontaminan pada eksplan. Pada metode stenlisasi F 

dihasilkan eksplan steril 100%, tetapi seinng dengan berjalannya waldu eksplan lambat 

laun mengalami perubahan wama meniadi hiiau keooklatan. Pada metode stenlisasi H, 

dengan menurunkan konsenlrasi subJimal dan waklu sterilisasi, eksplan yang dihasilkan 

letap segar. Penggunaan sublimat merupakan piHhan terakhir iika bahan-bahan lain 

ternyata tidak mampu memusnahkan mikroorganisme yang menginfeksi bahan tanaman. 

Hal ini disebabkan oleh sifat senyawa tersebut yang sangat beracun sehingga memerlukan 

penanganan yang sangat hat'hati. Jika menggunakan subHmal ~sa larutan harus 

dikumpulkan dalam satu wadah kemudian dibuan~ di suatu tempat yang tidak 

mencemarkan sumber air minum (Zulkamain, 2009), 

Gambar 2. Eksplan mengalami bfeacIJing dan terkontaminasi oleh fungi 

Gambar 3. Eksplan mengalami bfeacIJing 
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5.2 Wak!u Induksl Kalus 

T abel 2. Wak!u induksi kalus (han) 

Waklu Induksi Kalus 
Periakuan 

To 
T1 
T2 
T3 
T4 
T5 

Kelerangan label: 
TO'Omg/L2.4D 
T 1 ' 1 mg/L 2,4 D 
T 2'2mg/L2,4D 
T3'3mg/L2,4D 
T4'4mg/L2,4D 
T5'5mgIL2,4D 

9 

6 

7 

0 

Waklu induksi 5 
Kalus (hart) 4 

3 

2 

1 

0 

(han) 

0 
6 
6 
7 
6 
9 

To 

Waklu Induksl KaJus (hari) 

1"'1 
1"""1 I--

r- r-
r- - r- r-
I-- - r- I--
I-- - I- I--
r- - 1- r-
I-- - r- I--

T1 12 T3 T4 T5 
Periakuan 

-
-

-
- Ie Waklu Induksl Kalus (han)1 

-

Gambar 4. Diagram batang hubungan antara medium perlakuan dengan waktu induksi kalus 
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Kalus merupakan jaringan penutup luka, yaitu massa sel yang terbentuk pada 

seluruh permukaan irisan eksplan. Untuk menentukan waktu induksi kalus yaitu dengan 

mengamati dan menghltung lamanya waktu (hari) eksplan membentuk kalus. Helalan 

potongan talus lumut hatl dltanam dl dalam botol yang telah berisi medium MS dengan 

penambahan garam minerai makro dan mlkro (separuh konsentrasl) yang dlperkaya 

dengan penambahan honnon 2,40 berbagal konsentrasi. 

Pada semua perlakuan kecuali kontrol menunjukkan bahwa eksplan talus 

Dumortfera hitsuta marnpu terinduksl untuk membentuk lealus. Kalus mulai terbentuk pada 

harl ke enam. Proses mulal terjadlnya kalus berbeda-beda tergantung pada macam dan 

baglan tanaman yang dlgunakan sebagai eksplan, metoda budldaya in vitro yang dipakai, 

serta zat-zat yang ditambahkan pada medium dasar (Suryowinoto, 1996). 

Terbentuknya kalus dlmulal pada baglan bekas lrisan atau luka kemudian diikuti 

oleh bagian-baglan lain. Kalus biasanya terbentuk pada baglan bekas Irlsan atau luka dan 

dapat pula terbentuk pada baglan yang tldak bersentuhan dengan medium sebagal respon 

terhadap hormon baik horrnon endogen maupun eksogen (Hartman at ai, 1990). 

Pengaruh pemberlan 2,40 deogan konsentrasi yang bervarlasl terhadap harl 

terbentuknya kalus dlsapkan pada label 2 dan Gambar 4. Pada tabel terfihat bahwa 

konsentrasl 2,40 berpengaruh terhadap waktu fnduksi kalus. Induksi kalus te~t 

dldapatkan pada medium % MS dengan konsentrasl 2,40 sebesar 1 dan 2 rngIL., 

sedangkan pembentukan kalus yang paling lambat dlperoleh pada perlakuan 5 rngJl. 

Pembentukan kalus yang lambat Inl kemungkinan dlsebabkan oleh jarlngan talus 

rnengandung auksin endogen dalam jumlah yang tidak cukup untuk memacu pembelahan 

dan atau pembentangan seJ-se1 eksplan tanpa penambahan auksln eksogen. 

Induksl kalus dari kebanyakan jarlngan tanaman yang dlkulturkan secara In vitro 

membutuhkan auksin dalam medium pertumbuhannya. Hal Inl dldukung oleh penelitian 

yang dllakukan oleh Bijelovic (2003) bahwa pembentukan kalus lumut daun AJoIna aloldes 

dldapatkan pada medium MS dengan zat pengatur tumbuh 2.40 sebesar 1 mglL .. 

Kemampuan tanaman untuk dapat diinduksl sangat bergantung pada berbagai 

varlabel tennasuk faktor eksplan, komposlsl medium, zat pengatur tumbuh, dan stimulus 

flsik seperti cahaya. suhu dan kelembaban. Sebagal konsekuenslnya keberhasllan teknik 

kultur jarlngan sangat bergantung pada optimasi varlabel-variabel tersebut Setiap varlabel 

dapat berbeda pengaruhnya terhadap setiap organ tanaman tertentu dan berdasarkan 
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lujuan dari pengkulluran. Di antara laklor-Iaklor lersebul, enam variabel utama harus 

dipertimbangkan, yailu seleksi bahan lanaman, leknik slerilisasi eksplan, komposi~ 

medium dasar, kelerlibalan lOl pengalur lumbuh, serta laklor-Iaklor lingkungan di mana 

kullur dilempalkan (Zulkamain, 2(09). 

Keberadaan lal pengalur lumbuh menenlukan lerbenluknya kalus. Bagian 

eksplan yang lerinisia~ membenluk kalus, disebabkan oleh sel-sel yang kontak dengan 

media lerdorong menjadi merislematik dan selanjulnya aklil mengadakan pembelahan 

seperti jaringan penulup luka. Hasil pengamalan menunjukkan bahwa pada periakuan To, 

kalus lidak lerbenluk. Sedangkan pada medium yang diperkaya dengan lal pengalur 

lumbuh, kalus lerbenluk dengan varia~ waklu yang berbeda-beda. 

Hormon 2,4 0 adalah golongan lal pengalur lumbuh yang merangsang perbesaran 

sel yang lerdapal pada jaringan lalus lumul dan juga berperan pada beberapa perubahan 

fisiologi di dalam sel, misalnya penmeabilitas membran plasma lerhadap bahan-bahan 

organik sehingga penyerapan bahan organik ke dalam sel menjadi lebih linggi yang 

menyebabkan perbesaran sel (Waltimena, 1987). 

Pada penelilian ini induksi kalus dipengaruhi oleh melode slerilisasi eksplan, 

ukuran eksplan yang digunakan dan laklor lingkungan (cahaya) dan oksigen. Sierilisasi 

yang lertalu keras menyebabkan eksplan mengalami kerusakan jaringan sehingga I~ak 

lerinduksi membenluk kalus. Faklor lain yang mempengaruhi kebemasilan kullur jaringan 

adalah ukuran eksplan yang d!lunakan. George dan Sherringlon (1984) menyatakan 

bahwa semakin kedl ukuran eksplan akan semakin kecil kemungkinan te~adinya 

kontaminasi baik secara internal dan ekslemal, namun laju kehidupan semakin rendah 

(Gambar 5). Adanya cahaya menyebabkan eksplan mengalami perubahan wama menjadi 

lransparan. Penggunaan cawan pelri sebagai wadah kullur kurang sesuai unluk induksi 

kalus. Hal ini disebabkan kurangnya kandungan oksigen yang d!lunakan unluk 

pertumbuhan (Gambar 6). 

Gambar 5. Eksplan talus lumul Dumortiera hirsuta berukuran keeil 
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Gambar 6. Eksplan talus lumul Dumortiera hirsuta saal diinkubasi di lempallerang 

5.3 Persentase Eksplan Membentuk Kalus 

Tabel3. Persentase eksplan membentuk kalus 

Per1akuan % ekso-Jan membenluk kalus 
To 0% 
T1 100% 
T2 100% 
T3 100% 

T4 I 100% 
T5 I 100% 

% eksplen membenluk kelus 

"Xli' .,.. '1 
tlO% '1 
7(lI' 

"'" Rerate eksplan 
50% , 

membenluk kalus !. " ekspl8" membemuk kaus j 4(,% , 

"'" 20'. 
10% 

0% 
To T1 1'2 TJ T' 15 

P8f1Bkuan 

Gambar 7. Diagram batang yang menunjukkan hubungan an tara medium perlakuan 
dengan persenlase eksplan membenluk kalus 

Persenlase eksplan membentuk kalus dihilung dan jumlah eksplan yang 

membentuk kalus dibagi jumlah eksplan yang ditanam pada medium perlakuan kemudian 

dikali 100%. Pada Tabel dan Gambar 7 menunjukkan bahwa keberadaan zal pengalur 
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lumbuh dalam berbagai koosentrasi berperan dalam menginduksi lerbenluknya kalus, 

sehingga persentase eksplan yang dilanam pada medium perlakuan adalah 100%. 

Tidak adanya zal pengalur lumbuh menyebabkan eksplan lidak mampu unluk 

membenluk kalus. Menurul Zulkamain (2009) di dalam leknik kultur jaringan kehadiran zal 

pengalur lumbuh sangal nyata pengaruhnya. Pierik (1997) menyalakan bahwa sangal sulil 

unluk menerapkan leknik kullur janngan pada upaya perbanyakan tanaman tanpa 

melibaikan zal pengalur lumbuh. 

5.4 Bobot Kalus 

Tabel4. Bobol kalus 

Perlakuan Bobot kalus (0) 

TO . 
T1 1.657 

T2 1.10035 
T3 , .032475 
T4 0.93735 
T5 0.498675 

1.8 ~ 

1.6 

1.' '1 
12 

, -
1· 

l-Bobot kalus (or) I-
,.. 

0.8- I_ Bobot kllut (wll , l- I- I-
0.6 -

l- I- I-- -0.4 

1 l- I- l- I- I-
0.2 ............ ... 

0 
TO T1 T2 T3 T. T5 

PM1l1kuiVl zal pengatur tumbuh 

Gambar B. Diagram batang yang menunjukkan hubun9an an tara medium perlakuan 

dengan bobol kalus 

28 



'::-,' 

I: 
~A 

, . 

1,--'., . 
l ' :~ 

'j 

!. 

I;, 

::.' 

1- - l ! 
, ! 

.-'", 

'" ':1 

t, • 
~ '_4~~ __ .-.~_ "-

?ul6il Jod08 ::',i! 

f; J 

il 1 

i· .' 
' .. .. , 

ttl...' 

£0 



Gambar 9. Induksl kalus pada medium )\ MS pada umur 4 mlnggu selelah lanam 

Gambar 10. Kalus mengalaml pencoklalan 

Pengaruh perlakuan pemberian 2,40 dengan konsentrasi yang beNariasl 

lemadap Iloilol kalus disajikan pada Tabel 4 dan Gambar 8. Beroasarkan dala hasil 

pengamalan memperlihalkan kecenderungan bahwa pembenlukan dan proliferasl kalus 

leblh cocok alau sesual pada medium yang mengandung 2,40 dengan konsentra~ 

rendah, sehinggga pertumbuhan kalus menjadl Udak lemambal (Gambar 9). Pertumbuhan 

dapal diartikan sebagal penlngkalan massa, ukuran, volume sel, organ alau organisme 

yang bersilal Irreversibel. 

Pertumbuhan kalus yang balk akan dllkull oleh pertambahan ukuran, volume dan 

Iloilol kalus. Dengan demlklan, lepal jlka Iloilol basah kalus yang dijadlkan sebagai 

para meier juga bertambah bera\. Olperklrakan bahwa jaringan lalus Dumortiera hirsuta 

memllikl kandungan auksln yang cukup memadai, sehlngga penambahan auksln eksogen 

dalam jumlah sedlkll sudah dapal memacu pembenlukan dan prolilerasl kalus. 
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Menurut Moore (1989) auksln dapat memacu pemanjangan sel dengan 

menglnduksl sekresi ion hidrogen ke luar sel mela/ul dlndlng set Keasaman dinding sel 

menklgkatkan pelonggaran dlndlng sal. Ion kalium masuk ke dalam sal untuk menetralkan 

ion hiirogen. Hal inl akan menlngkatkan penurunan potensial air sel sehlngga air masuk 

dan seJ-seJ akan membentang. Pertumbuhan merupakan penambahan ukuran sel yang 

ineverlbe1 dan peningkatan Inl adalah hasH dart kombinasi dan pemanjangan sel (Steeves 

dan &Jssex. 1989). 

Pertumbuhan adalah suatu konsep unlvElfSaI dalam bidang biologl dan merupakan 

hasll dart penglntegrasJan berbagai reaksi biokimla, perIstIwa biofisik dan proses ftsIoJogI 

yang bertnteraksl dl dalam tubuh tumbuhan bersama-sama dangan faktor luar (Sltompul 

dan Guritno, 1995). Menurut Salisbury dan Ross (1992) pengukuran sederhana untuk 

mengelahul pertumbuhan dapat diJakukan dengan cara mengukur pertambahan panjang 

(misalnya tinggi ba1ang), pertambahan diameter (mIsalnya diameter batang), atau luas 

(mlsalnya luas daun) serta dapat pula dUakukan dengan rnengukur bobot (massa) 

tumbuhan dengan cara menimbang barat basah (berat segar) dart bJrnbuhan. 

Pata penelitian Ini. parameter unbJk menge1ahui adanya per1umbuhan yaitu dengan 

mengukur babot basah dart kalus. Pada tabel dan gambar 4 menunjukkan bahwa pada 

konsentrasi 2,4 0 sebesar 1 rngIL dihasilkan rata-ra1a bobot basah tertinggl bila 

dibandlngkan dengan perlakuan yang laln.Hallnl dlsebabkan zat pengatur tumbuh 2,4 0 

dengan konsentrasl tfnggl bersifat menghambat pembelahan sal dan pertumbuhan (Arnien 

at aL, 2007). Selaln Itu kalus yang dlhasDkan dar! medium yang dlperkaya dengan 2,4 0 

dengan konsentrasi yang linggl umumnya berwarna mldat kehHaman dan rata-rata bobot 

kalus yang dlhasilkan adalah rendah (Gam bar 10). Kalus yang terbentuk beJwama coklat 

dan ada pula yang belWanla hltam. Pada permukaan kalus terdapat lonjolan atau bulatan. 

Rendahnya kemampuan sel-sel kalus untuk berproliferasl pada perlakuan komblnasi 

tersebut kemungkinan dlsebabkan sumber karbohldrat yang dipergunakan sebagal somber 

anergi dan bah an penyusun dlnding sal kurang sesual unbJk mendukung pertumbuhan 

kalus. Indrlanto (2003) menyatakan bahwa zat pengatur tumbuh aktif pada konsentrasi 

rendah dan dlproduksl di dalam tubuh tanaman itu sendln. pada konsentrasl tlnggl 

merupakan herblslda. Pemberlan 2,4 0 dengan konsentrasl tinggl akan menghambat 1M, 

sedangkan pada konsentrasi rendah akan bersifat seperti auksin lain yaitu mendorong 

transport 1M. Kalus yang berwama coklat (penuaan) kemungkinan disebabkan oleh 

30 



tingglnya kandungan sukrosa sehtngga menyebabkan tekanan osmosis medium terlalu 

tinggi. Tingglnya tekanan osmosis medium dapat menyebabkan seJ-se1 kalus yang 

terbentuk mengalaml plasmolisis sehingga dapat menyebabkan kematian. Manurut Plertk 

(1987) umumnya pertumbuhan dan perkembangan kultur akan meningkat apablla 

konsentrasi gula dltlngkatkan sampai konsentrast optimum dan akan menurun apablla 

konsentrasinya terfalu tinggi. 

Penuaan kalus Inl dapst te~adi karena terhamba1nya difusi nutrlan yang dlsebabkan 

karena Manya perubahan tekanan osmosis sel-sel kalus dan media atau dapat juga 

dlsebabkan Clianya akumulasl metabaRt yang dapat berslfat racun. Kalus yang umumnya 

terlalu lama dalam kuJtur sering kaD menunjukkan tanda-tanda penuaan. Hal Inl selaln 

dlsebabkan karena kedua hal tersebut dl alas dapat juga karena kehablsan nutrlen, 

berkurangnya oksigen, dfseftai kenaikan konsentrasi dart beberapa konstltuen medium 

karena perubahan keselmbangan metaballsme. 

Penooklatan alau browning merupakan respon adaptif baglan tanaman akibat 

pengaruh fislk atau blokimia (memar, perlukaan) ataupun karen a proses penuaan. 

Beldasarkan prosesnya, bIOwning dapat dibagl menjClii dua yaltu secara enzimaUs 

(fenolase) dan secara non enzlmtis. Pada browning secara enzlmatls, enzlm yamg 

berperan dalam proses Inj Clialah polifenol oksldase yang mengkatatisis pembentukan 

melamln berwama ooidal (Santoso dan Nursandl, 2002). eara mengatasi browning adalah 

dengan mefakukan subkultur dan menambah vitamin atau antioksldan pada medium. 

5.5 BJsftasl 

Tahap yang dllakukan setelah menumbuhkan kalus adaJah memindahkan kalus 

paia medium elisitasl dengan berbagai metode yaitu metode eDsltasi ablotik, blotlk, 

gabungan ablotik dan blotik. Menurut Namdeo (2007) elisitor dldefinislkan sebagal 

substansi yang Jika dHntroduksikan dalam konsentrasl keell ke daJam suatu slstem yang 

hldup dapat rnenglnislasl alau menlngkatkan blosfntesis senyawa tertentu. Blsilasi adalah 

induksl atau peningkatan bioslntesls metabalit dengan penambahan ellsitor dalam jumlah 

sedlldt. E1is1tor dapat dlklasifikasllcan berdasarkan sifat dasar dan asalnya. E1ls1tor ablotik 

adalah substansl yang dihasllkan dart zat non bloIogis mlsalnya garam anorganlk, logam 

berat pH, dan sebagainya. Sedangkan ellsitor blotik adaIah substansi yang dihasllkan oIeh 

jasad hldup mlsalnya zat yang dlhasilkan oleh jasad hldup mlsalnya jasad yang dlhasllkan 
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oleh mikroba. Berdasarllan asalnya ada elisilor eksogen ya~u substan~ yang berasal dari 

luar sel dan elisitor endogen adalah elisitor berasal dari dalam sel. 

Pada penelitian ini jenis elisilor yang digunakan adalah elisitor abkllik yaitu garam 

KN03, elisitor bkltik yaitu ekstrak yeast serta elisitor biotik dan abiotik ( ekstrak yeast dan 

garam KNo,). Silinjak (1999) melakukan penelitian untuk meningkalkan kandungan 

gosipol pada kultur kalus Gossypium hirsutum L., dengan pembertan elisitor 

Saccharom)f'es cerevisia •. Sudirga (2002) melapor1<an bahwa peningkatan kandungan 

azadiraehtin dalam kultur suspensi sel Azadirachta indica adalah melalui eli~tasi dengan 

ekstrak ragi. Muspiah (2002) lelah mengevaluasi pengaruh penambahan elisitor berupa 

ekstrak ragi (Saccharom)f'es cerevisiae) terhadap produksi ajmalisin pada kultur agregat 

sel Gatharanthus roseus. Rahayu (2008) melaporkan tentang peningkatan produksi 

artemisinin dalam kultur suspensi sel Memisia annua melalui elisitasi dengan ekstrak ragi. 

Sedangkan Bastari (2008) melakukan penelitian tentang pengaruh pemberian ekstrak ragi 

(Saccharom)f'es cerevisiae) terhadap metabalit sekunder pada kultur kalus sambiloto 

(Andrographis paniculata). Hasil elisilasi dengan berbagai jenis elisilor disajikan pada 

gambar 11 di bawah ini. 

(a) (b) (e) 

Gambar 11. Elisitasi dengan elisitor (a) abiolik, (b) biolik, (e) abiotik dan biotik 

5.6 Ekstrak.i Kalu. 

Kalu. yang dipero~h dari masing-masing metode elisitasi diekstraksi. Kalus 

dikeringkan dan dibuat serbuk untuk memperllecil ukuran partikel. Semakin kecil ukuran 

partikel maka luas permukaan partikel semakin besar. Ekstraksi akan bertambah baik bila 

permukaan serbuk yang bersentuhan dengan cairan ekstraksi semakin luas, sehingga 

semakin halus serbuk seharusnya semakin baik ekstraksinya (Anonim, 1993). 

Ekstraksi dilakukan dengan cara maserasi. Melode ini dipilih karena lidak 

menggunakan pemanasan sehingga menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang tidak 
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taban panas. Pelarut yang dlgunakan akan menembus dlndlng seI dan masuk ke dalam 

rongga sel yang mengandung zat aktif. Zat aktif Inl akan larut dan dengan adanya 

perbeclaan konsen1rasl antara larutan zat aktif dl dalam dan di luar sel menyebabkan 

tarutan febih pekat yang ada dl dalam seI terdesak keluar. PeristIwa tersebut terjadi 

beruJang kall sehlngga tercapal keselmbangan konsentrasllarutan zat aldif dl dalam dan dl 

luarsal 

Pemlllhan pelarut dldasarkan atas standar yang sudah ditetapkan, yaltu zat aktif 

tertentu hanya dapat dltarik keluar oIeh pelarut tertentu pula. Pada proses ekstraksf Inf 

peIarut yang dlgunakan adalah heksan. PeroIehan eks1rak dari berbagai metode ellsitasi 

disajikan pada tabel 5 dl bawah inl. 

Tabe15. Hasli ekstraksl serbuk kalus Dumorliera hlrsuta dari berbagal metode ellsitasi 

No Blsitasl Serat Serbuk (mg) Serat Ekstrak (mg) 

1 Ablotik 3662,8 33,5 

2 Biotik 8111,8 35,5 

3 Abiotik dan bfotik 11131,2 48,3 

5.7 Kromatografl lapis Tlpls (KLT) 

Kromatcgrafl adalah prosedur pemisahan yang paling baik untuk memisahkan 

senyawa yang ada dl dalam ekstrak kalus DumOl1lera hlrsuta, karena dalam proses Inf 

tidak melibatkan pH dan suhu ekstrem, maupun asam dan basa kuat yang dapat merusak 

struktur maupun fungsl biologi dari sampeJ. Pada proses kromatografi melibatkan Hga 

rnacam komponen yaitu rase dfam, fase gerak dan senyawa yang dlpisahkan. 

Pada proses kroma1ografi foi. dlgunakan kromatografl lapis tlpls. Menurut Adnan 

(1997) Kl T merupakan metode pemisahan flsIkcHclmlawi dengan Japlsan yang terdlri atas 

butlran halus atau fase dlam yang dilaplskan merata pada lempeng atau penyangga yang 

cocok. Fungslnya antara lain untuk mernisahkan berbagal senyawa seperti ion-lon 

anorganlk. kompleks senyawa-senyawa organic dengan anorganik dan senyawa-senyawa 

organic baik yang terdapat di aIam dan senyawa.senyawa organik sfntetik. 

KL T mempunyal beberapa kefeblhan yaltu waktu perambatan leblh pendek, spot 

atau nodanya kompak, sehingga memungkinkan untuk pemisahan suatu senyawa yang 

konsentraslnya keell yang tidak mungkln tampak dengan cera kromatografl kertas, 
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pemlsahan leblh fajam. Sudaryo (2001) menyafakan bahwa KLT memillkl keuntungan 

yang memberikan pemlsahan yang balk, waktu anallsa repat bahan klmla sedlklt 

penanganan leblh cepat dan untuk keperluan yang luas dalam pemisahan.pemlsahan. 

Dalam proses KLT inl, fasa diam yang digunakan afalah slUka gel. Manurut 

Sastrohamfdjojo (2001), slUka gel dlgunakan untuk memlsahkan asam-asam amino. 

alkaloid, gula, asam-asam Iemak, lipid, minyak, anion dan kation organic, sterol dan 

terpenold. Fase gerak adalah medium angkut dan terdlrl alas satu atau beberapa pelarut/ 

solven/eluen. Karena ekstrak yang dlperoleh adalah ekstrak heksan (mengandung 

senyawa non polar) maka eluen yang dlbuat adalah eluen yang cenderung non polar, yaltu 

heksan: kIoroform = 1:1 dan heksan: etll asetat = 8:2. 

Setelah ekstrak dlplsahkan dengan Kl T, akan diperoleh noda yang berbeda 

antara eluen heksan-klorofonn dan heksan-etil asetat Jumlah noda yang dihasllkan 

mempunyai nilal Rf yang befbeda.beda, seperti yang terdapat pada tabel6 dan gambar 12 

dan 13 dl bawah Inl. 

Tabe16. Nilal Rfekstrak dart berbagal metode ellsitasi dan belbagal eluen 

Jenls Ekstrak Heksan:K10r0rorm Heksan:Etil asetat 

Ekstrak A (1) 5,6 x 10-2 3,89 x 10-1 

Ekstrak A (2) 2,2 x 10-1 5,42 x 10-1 

Ekstrak B (1) 6,94 x 1()-2 3,47 x 10-1 

Ekstrak B (2) 2.36 x 10-1 5.56 x 10-1 

Ekstrak C (1) 1.1 x 10-1 3,89 X 10-1 

Ekstrak C (2) 3,19x 10-1 5,97 x 10-1 
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Gambar 12. Hasil kromatografi ekstrak dan berbagai metode etisitasi dengan fasa 
fase gerak heksan: kIorofonm (tl) 

Gambar 13. Hasil kromatografi ekstrak dan berbagai metode elisitasi dengan fasa fase 
gerak heksan: em asetat (8:2) 

Serdasarkan kromatogram terlihat bahwa pada fraksi heksan : ~orofonm dan 

heksan : etil asetat tampak adanya dua noda, hal ini menunjukkan bahwa pada ekstrak A 
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tersebut terdbi atas dua senyawa atau dua komponen utama. Demlkian pula yang terjadl 

pada ekstrak B dan ekstrak C. 

5.8 Identiflkasl Golongan Senyawa Aktif 

Untuk menentukan golongan senyawa yang ada didalam maslng-masing ekstrak 

dart berbagal metode elisitasl, dilakukan skrlnlng fitoklmla. Skrinlng fltoklmia dilakukan 

dengan ujl warna. Untuk pengujlan wama dlgunakan pereaksi l.eIbennann Burchard. 

Ekstrak yang dlperoleh dlambll sedlklt dan dikerfngkan dl alas spot te~ 

ditambahkan tlga fetes anhldrlda asetat dan kemudlan satu tetes asam sulfat pekat 

Adanya senyawa goloogan terpenold akan ditandal dengan timbulnya wama merah, 

sedangkan senyawa golong8O steroid dftandal dengan munculnya warna blru. Hasil 

ldentiflkasi golongan senyawa aktif dlsajikan pada tabel7 dl bawah inl. 

Tabel7. Hasll Skrinlng Frtoklmla Ekstrak Kalus DumortJera hirsuta dari Berbagal Metode 
E1ls1tasl 

Jenls EKstrak Golongan Senyawa 

Steroid Terpenold 

EkstrakA + -
EkstrakB + -
EkstrakC - + 

Berdasarkan data-data pada hasil ujl KLT dan skrinlng fitoklmia menunjukkan 

bahwa ekstrak A dan ekstrak B mengandung dua senyawa, dan dua senyawa tersebut 

tennasuk golongan steroid berdasarkan hasll skrinlng dengan pereaksI Uebermann 

Buchard dengan wama blru. Sedangkan pada ekstrak C Juga mengandung dua senyawa 

dan dua senyawa fersebut termasuk goloogan terpenold berdasarkan hasH skrinlng 

dengan pereaksi Llebermann Burchard yang memberlkan wama merah. 
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5.9 Uji Aktivita. Antimikroba 

T abel B. Diameler Daerah Penghambalan Pertumbuhan Mikroba oieh Keliga Jeni. Ekstrak 
dengan Berbagai Mietode El isita~ 

Janis 
Ekstrak Escherichia coli 
A 15.7 

15.25 
14.85 

Rata-rata 1527 
B 15.92 

16.6 
16.2 

Rala-rata 16.24 
C 15.65 

16.43 
16.46 

Rata-rata 16.19 
Kelerangan. 
A = el~ita~ dengan elisitor abiotik 
B :; elisitasi dengan elisitor bKllik 

Staphyloccus 
aureus 

C = eli,ila,i dengan elisilor abiotik dan biotik 

Candida 
albicans 

13.97 
13.95 

14.52 
14.15 

0 
0 
0 
0 

14.7 
15.65 
15.12 
15.16 

Dlamlltlll HAmbet (mm) elclltrak A,B.C ternadap 3 m lkr~ ujI 

c 

0 
0 
0 

0.00 
17.22 
17.65 

15.5 
16.79 
14.92 
14.73 
15.53 
15.06 

.. bc!-.,Ictd. coil 

. 6\11~."'.u. cc._._ ... 

Gambar 11 . Diagram batang diameter penghambatan mikroba oieh ketiga jenis ekslrak 
dengan berbagai metode elisila,i 
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Tabel9. Tipe Penghambalan Mikroba oleh Keliga Jenis Ekslrak IJengan Berbagai Melode 
Elisilasi pada 80.000 ppm 

Jenis Ekslrak E. ooli S. aureus C. a/biCEns 
Ekslrak A a ~ v 
Ekslrak B a y a 
Ekstrak G a ~ ~ 

o T abel 1 . Diameler p engham ba M'kr b 1 hEks kG ad Berb 'K Ian I 0 aoe tra ; pa a ·aga, onsentrast 
Mikroba Ulanaan 2500 I SOOO 10000 2DODO I 4DODO 60000 
EColi 1 14.77 15.1 15.6 16.1 I 15.1 15.6 

2 15.5 15.6 15.9 15.7 I 15.9 15.8 

3 14.4 15.B 15.7 15.3 15.B 15.B 
Rerata 14.89 15.5 15.8 15.7 15.6 15.73 

S aureus 1 0 16.3 I 15.B5 NO NO 14.5 
2 0 20.07 15 NO NO 14.9 
3 0 14.98 15.77 15.15 15.2 NO 

Rerata 0 17.12 15.54 15.15 15.20 14.70 
I 

C a/bicans 1 0 0 0 0 I 0 0 
2 0 0 0 0 I 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 

Rerata 0 0 0 0 0 0 

Data diarreler pengharrbalan perturrbuhan rrikroba oleh ekstrak 0 hirslJla peJarut 0 
dengan berbagal konsentrasl 

Oameter harrbal 

2500 5000 10000 20000 40000 60000 

Konsenltasl 

c ECoi 

• S aureus 

[] C albicam 

Gambar 12. Diagram balang diameler penghambalan mikroba oleh ekslrak G pada 
berbagai konsentra~ 
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Tabe111 . Tipe Penghambalan Mikroba oleh Ekstrak C pada Berbagai Konsenlrasi (ppm) 

Mikroba 2500 5000 10000 20000 40000 60000 

E. ooli ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

S. aureus ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

G.afbicans V V V V V V 

Pada uji aktivitas anlimikroba ini digunakan liga macam mikroba uji yaitu 

Escherichia ooli, Sfaphylococcus aureus dan Candida afbicans. Kel~a macam mikroba 

lersebul diharapkan dapal mewakili I~a kelompok mikroba yailu bakleri Gram negalIT, 

bakleri Gram posilif dan yeast. Selain ilu dibandingkan dengan bakleri dan fungi lain, 

mikroba lersebullebih sering menyebabkan penyakil pada manusia. 

Gambar 13. Mikroba uji (a) E. Coli, (b) S. Au,"us, (e) C. albicans 

Tiga macam ekslrak yailu ekstrak A (kalus dengan elisilor abiotik), ekstrak B 

(kalus dengan elisilor biolik) dan ekstrak C (kalus dengan elisilor abiolik dan biolik) 

digunakan untuk uji aktivitas antimik/'oba dalam penelilian ini. Hasil uji aktivilas antimikroba 
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ketlga eksb'ak tersebut terhadap ketlga mikroba uji dlsajikan pada tabel 8, sedangkan tipe 

penghambatan mlkroba dsajlkan pada tabalg . . 
Ketlga jenls ekstrak tersebut diujlkan pada konsentrasi 80.000 ppm. PemlUhan 

konsentrasl 80.000 ppm merupakan konsentrasi tertinggi yang bertujuan untuk melakukan 

penaplsan mana diantara ketiga janis ekstrak tersebut yang mempunyai aktivltas 

antimikroba tertinggl Hallnl merujuk pada penelitian yang dllakukan oleh IIhan et aI (2006) 

bahwa aktivitas antimi1croba dari eksb'ak aseton dan metanol Pafustriella oommutaia 

dlujlkan pada konsentrasl 80.000 ppm. Tahapan Inl nantlnya akan dlpakal untuk 

mengetahul kemampuan penghambatan yang tinggl dengan konsentrasl yang telah 

dltentukan. 

Berdasarkan data hasll penelitian (tabel 8 dan gambar 11) menunjukkan bahwa 

ketiga jenls ekslrak metq)unyal kemampuan penghambatan yang berbeda-beda terhadap 

mlkroba uJI. Aktivitas penghambatan terbesar terdapat pada E. CoIl (ekstrak B), S. aUleUs 

(ekstrak e), dan Candida alb/cans (ekstrak B). Hal Ini menunjukkan bahwa ketiga janis 

ekstrak dengan berbagal rnetode ellsitasl berdampak pada kualitas dan kuantitas bahan 

aktif yang dlhasDkan, sehlngga dapat dikatakan bahwa keUga jenis ellsltor mempengaruhi 

penghambatan mikroba uJ. 

Perbedaan kemampuan aktivitas antimikroba juga dlpengaruhi oleh (1) jenis 

senyawa aklif yang ada pada maslng-masfng ekstrak, (2) konsentrasi senyawa aktlf 

antimikroba dalam 80.000 ppm pada maslng-masing ekstrak, (3) kemampuan dlfusl dari 

senyawa aktif antimlkroba pada medium agar, (4) jenls mikroba ujl yang dlgunakan, (5) 

mekanlsme penghambatan pertumbuhan mlkroba dari senyawa aktif yang terdapat pada 

ekstrak, (6) sensItivitas ketahanan mlkroba uJI terhadap serangan antimikroba. 

Tipe penghambatan mikroba dari ekstrak yang dlujlkan bervariasf, dan tipe a 

(halo yang terbentuk samar). ~ ( halo yang terbentuk jemlh. dan y (tidak terbentuk halo). 

Perbedaan tersebut terkaIt dengan mekanlsme pengharnbatan dari senyawa aktif 

antimikroba yang ada dalam ekstrak. 

Menurut Namdeo (2007) sel-sel tanaman menunjukkan respon f1slologi dan 

morfologl terhadap mikroba, faktor-faktor f1slk dan kimla yang dlkenal sebagai ellsltor. 

E1lsltasl adalah proses menginduksi atau penambahan sintesls metabolit sekunder oIeh 

tanaman untuk menjamin kelangsungan hldup dan days salng suatu tanaman. E1lsltor 

terdlri atas ablotik dan bIotik atau berdasarkan asalnya terdlri atas ellsitor eksogen dan 
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endogen. 81sltor ablotik adalah substansl yang berasal dari non blologi, mlsalnya Ion Cu, 

Cd, ca dan pH tinggi. Blsltor blotik adalah substansl yang berasal dari makhluk hldup, 

meltputi polfsakarida yang berasaI dart dlnding sel tanaman (protem atau selulosa) dan 

mlkroorganlsme (kitin atau glukan, protein gliserol atau G protein atau protein interseluler). 

81s1tor eksogen adalah zat yang dlhasllkan dari luar sel, mlsalnya polisakarida,pollamln, 

dan asam lemak. Sedangkan ells~or endogen adalah za1 yang dlhasllkan dari dalam sel. 

Pada penelitian Inl, ellsilor yang dlgunakan adalah KN03 dan ekstrak yeast 

Bagalmana mekanlsme elisltor tersebut dalam mempengaruhl penghambatan mikroba ujl, 

dJpengaruhl oJeh janis senyawa aldf yang terkandung dalam maslng-masfng ekstrak yang 

dlujikan. Berdasarkan hasll skrinlng fdentifikasi golongan senyawa aktif menunjukkan 

bahwa ekstrak A dan B mengandung steroid, sedangkan ekstrak C mengandung 

terpenoid. Beberapa pustaka menunjukkan bahwa golongan senyawa steroid dan 

terpenoid mempunyai aktivitas sebagai antimikroba. Subhlsha dan Subramonfam (2005) 

meIaporkan bahwa sterid dari Pallavfclnla lye/II mempunyal aktMtas antlfungl terhadap 

Aspergillus niger, AspergUlus fumigatus, Fusarium oxysporom, dan candida alb/cans. 

PeoIoengan (2006) melaporkan steroid dari PittosporIum ferruglneum mempunyai aktlvitas 

antlbakteri. Sterid dan terpenold dari tanaman Plumerla robra dan Eucalyptus globules 

mempunyal aktivitas antimlkroba ( Egwalkhlde et a/., 2(07) Steroid dan felpenoid tanaman 

Plectranthus glandulosls mempunyal aktlvltas antimikroba (Egwalkhkfe dan Gimba, 2007). 

Steroid dan triterpen dari Jatropha podagrfca mempunyal aktivitas antimlkroba 

(Bhaskarwar et aL, 2008). Sterokt dart cassia nlgrlcans mempunyai aktivitas antimlkroba 

(Ayo at aI., 20(9). 

Benigna et al., (2002) melaporkan bahwa telah dltelHl aktlvltas antimikroba dan 

terpenokt tanaman Copalvera paupera. Islam et a/ (2003) melaporkan senyawa terpenold 

tanaman C8esalplnla pulcherrlma berpotensi sebagai antibakteri terhadap Badllus cereus 

dan Shigella dysenterlae. Jasmin et a/ (2007) menyatakan bahwa tefpenoid dan tanaman 

Elephantopus saabet' mempunyai aktlvitas antibakteri terhadap Escherichia 0011, Klebsiella 

pneumonlae, Pseudomonas aeroglnosa, Citrobacter freundii, Adnobacter banumanil, 

Aeromonas hydrophlla, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabills, Morganella morgani;. 

Mathabe et al (2007) menyatakan bahwa terpenoid yang dlisolasl dari Janaman 

Spltotachys africana mempunyai aktivItas antibakteri terhadap balderi staphytococcus 

aUl8US, Salmonella typhll, Vibrio cholera, Escherichia coIl dan ShigeHa dysenterlae. 
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Sedangkan Gunawan et aI (2008) telah menglsolasi dan mengldentiflkasi senyawa 

terpenoid yang aktif antibakteri pada herba men/ran (phylanthus nlmn). Rajasrkran at a/ 

(2009) melaporkan bahwa terpenoid darl tanaman Rhlnacanthus nasb.Js mempunyal 

aklivitas anbbakterl dan antifungi. Lenny (2006) menyatakan bahwa senyawa metaboltt 

sekunder seper1i terpenoid dan steroid merupakan senyawa klmla yang umumnya 

mempunyal broaJdivltas dan berfungsf sebagai peJlndung tumbuhan tersebut darl 

gangguan hama penyakit atau lingkungan sekitamya 

Betdasartcan penelusuran Ilteratur mekanisme ellsltor KN~ dan ekstrak yeast 

memacu pembentukan bahan aktif belum blsa d/ungkapkan dengan Ie/as. ManuM Ellert 

(1987) senyawa aklif yang berslfat antibloUk yaltu melabo/It sekuder yang dlUmbun oJeh 

tanaman sebagai jawaban atas serangan mlkroba dlsebut fitoaleksln. Penlmbunan dalam 

tumbuhan inl.mengakibatkan tumbuhan tahan terhadap senyawa kimla yang berasa/ darl 

mikroba yang bersangkutan. Hal Ini merupakan sistem pertahanan tanaman temadap 

mlkroba terse but dan telah dltunjukkan pada beberapa varietas dari berbagai janis 

tanaman tertentu. Dila dipelajari lebih Ianjut, penglmbasan pen/mbunan fitoaJeksln karena 

adanya senyawa yang berasaJ darl patogen merupakan sebab timbulnya jawaban yang 

serupa dalam tanaman seperti pads patogen lanaman itu sendiri. Senyawa tersebut 

dinamakan ellsltor, sedangkan senyawa yang dikeluarkan oleh mikroba disebut elisitor 

blotik. Berdasarkan peneliUan yang dilakukan salama ini ada empat janis Interaksl dan 

pengenaJan tumbuhan terbadap ellsitor yaitu (1) pembebasan secara langsung ellsltor oleh 

mikroba dan pengenaIan oIeh turnbuhan, (2) enzfm mikroba membebaskan komponen 

dlndlng sel tanaman, (3) enzim tumbuhan membebaskan komponen dlndlng sel mikroba, 

dan (4) senyawa eIisltor yang berslfat endogene 

TeJah disebutkan bahwa berdasarkan hasll skrinlng ekstrak kalus Dumortiera 

hirsuta mengandung g%ngan senyawa yang berupa steroid dan terpenOQ. Mekanisme 

penghambatan steroid dan terpenold dalam penelltlan ini belum terungkap dengan jela~ 

namun berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Subhlsa dan Subramonlam (2005) 

menyebutkan bahwa senyawa aktif yang berperan sebagai antifungi darl ekstrak lumut hat/ 

Pa/la1licinia IyeID adalah steroid yang IipofllJk yang bekerja secara Intraseluler. OJ samplng 

ltu seperti agen antimlkroba Ialnnya, mekanisme penghambatan steroid te~adl dengan 

cara menghalangi proses genninasl spora. Daisy et a/ (2008) meIaporkan adanya aktivitas 

antlmlkroba dari Elephantopus scaberr, dl mana mekanisme antimlkroba dari 
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komponennya yaitu 1,8 cineole, terpinen-4-01 dan terpinol terhadap Staphylococcus aureus 

yaitu dengan merusak membran dan menyebabkan sel secara keseluruhan mengalami 

UsIs. 
Cifus! cakram merupakan salah satu metoda untuk mengetahul aktivitas 

antimlkroba secara in vitro. Selaln dapat digunakan untuk mengukur daya hambat suatu 

senyawa up terhadap mlkroba patogen, uji difusl dapat pula dlgunakan untuk 

memperkirakan adanya nilai MIC. Berdasarkan hasil ujl difusi, menun)Jkkan bahwa nilBi 

MIC untuk E. Coli dlperklrakan kurang dari 2500 ppm. Sedangkan untuk Staphylococcus 

aUl9us dan C. albicans antara 2500 ppm sampal5000 ppm. 
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6.1 KESIMPULAN 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasarkan hasil penelltlan dapat dislmpulkan bahwa 

1. Metoda sterilisasl untuk mendapatkan eksplan steril adalah dengan menggunakan 

sublimat dan sodium hipoklorit dengan konsentrasi rendah 

2. Formulasi media yang sesuai untuk induksi dan perbanyakan kalus adalah medium MS 

dengan zat pengatur tumbuh 2.4 0 1 mgA. 

3. Ketiga jenls elisltor yaitu abiotik. blotlk. ablotik dan blotik dapat memacu terbentuknya 

senyawa aktif antimikroba 

4.Golongan senyawa aktif antlmikroba yang terdapat dalam kalus lumut hati Dumortlera 

hfrsuta adalah steroid (ekstrak A dan B) serta terpenold (ekstrak C). 

5.Ekstrak kalus lumut hati Oumortlera hirsuta dari berbagai metode eUsitasi mempunyai 

aktlvitas antlmlkroba yang berbeda-beda tergantung pada janis mikroba yang diujikan. 

6.2 SARAN 

1. Dilakukan penelitlan Iebih lanjut dengan menggunakan berbagai macam medium dan 

zat pengatur tumbuh dengan berbagal konsentrasi untuk mendapatkan kalus yang balk. 

2. DDakukan elisitasi dengan berbagai Jenls ellsitor 

3. lsolasi dan pemumian senyawa aktif antlmikroba yang ada pada ekstrak kalus dart 

berbagai metoda elisitasi 

4. Ekstraksi dan ujl aktivitas antimlkroba terhadap mlkroba patogen yang lain yang berum 

dilakukan pada penerrtian Inl 

5.DiJakukan pengkajian rnekanJsme ellsitor dalam pemacuan bahan aktif 

6.Mengungkap mekanlsme penghambatan senyawa antimlkroba lumut terhadap mlkroba 

patogen 
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