ISSN : 0215-0824
e-ISSN : 2527-4414

BULETIN PENELITIAN

TANAMAN REMPAR DAN OBAT

Bulletin of Research on Spice and Medicinal Crops

Akreditasi KEMENRISTEKDIKTI No. 30/E/KPT/2018

Volume 31, Nomor 1, Mei 2020

Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian

Agency for Agricultural Research and Development

PUSAT PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERKEBUNAN
Indonesian Center for Estate Crops Research and Development
Bogor, Indonesia

Bul. Littro

Bogor, ISSN 0215-0824

e e B 155 Mei 2020 e-ISSN : 2527-4414




ISSN : 0215-0824
e-ISSN : 2527-4414

BULETIN PENELITIAN

TANAMAN REMPAR DAN OBAT

Bulletin of Research on Spice and Medicinal Crops
Akreditasi KEMENRISTEKDIKTI No. 30/E/KPT/2018

Volume 31, Nomor 1, Mei 2020

Penanggung Jawab

Kepala

Pusat Penelitian dan Pengembangan Perkebunan
Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian

Dewan Redaksi

Ketua merangkap Anggota
Dr. Otih Rostiana, M.Sc (Pemuliaan dan Genetika

Alamat

Jalan Tentara Pelajar No. 3 Cimanggu, Bogor 16111
Telp. (0251) 8321879 - Fax. (0251) 8327010

E-mail : buletintro@gmail.com
Website : http:/balittro.litbang.pertanian.go.id
URL : http://ejurnal.litbang.pertanian.go.id/index.php/bultro

Sumber Dana

Tanaman) DIPA Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
TA. 2020 -
Anggota
Prof. Dr. Supriadi (Fitopatologi)
Dr. Ir. Ireng Darwati (Fisiologi) ISSN : 0215-0824
Dr. Ir. Dono Wahyuno (Fitopatologi) e-ISSN :2527-4414

Ir. Ekwasita Rini Pribadi (Sosial Ekonomi)
Dr. Siswanto (Entomologi)
Dr. Gusmaini, M.Si (Fisiologi)

Redaksi Pelaksana

Dra. Nur Maslahah, M.Si.

Hera Nurhayati, SP.

Eko Hamidi

Efiana, S.Mn

Rismayani, SP., M.Sc.

Galih Perkasa, A.Md.

Tini Nurcahaya, S.Kom (IT Support)

BULETIN PENELITIAN TANAMAN REMPAH DAN OBAT
terbit dua nomor setiap volume dalam satu tahun (Mei dan Desember) memuat karya tulis ilmiah hasil penelitian
tentang tanaman rempah dan obat yang belum pernah dipublikasikan



MITRA BESTART 5o eoisy o0 |47

Prof. Dr. Ir. Agus Kardinan, M.Sc (Entomologi-
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat, Indonesia), (h-index : 6)

Prof. Dr. Ir. Deciyanto Soetopo (Entomology-
Indonesia  Center for Estate Crops
Research and  Development, Indonesia),
(h-index : 6)

Dr. Devi Rusmin (Seed Technologist-Indonesian
Spices and Medicinal Crops Research
Institute, Indonesia), (H-Index : 8)

Dr. Dodin Koswanudin  (Epidemiologist-
Indonesian Center For Biotechnology and
Genetic  Resources  Research  and
Development, Indonesia), (H-Index : 2)

Prof. Dr. Dwinardi Apriyanto (/lmu Hama-
University Bengkulu, Indonesia), (Scopus
ID : 6507231035)

Prof. Dr. Ir. Dyah Iswantini (Biokimia-Institut
Pertanian Bogor, Indonesia), (ID Scopus :
6505944957)

Dr. Dyah Manohara (Phytopathology—[ndonesﬂm
Spice and Medicinal Crops Research
Institute, Indonesian), (Scholar Google H-
index : 12; i10-index: 18).

Dr. Endah Retno Palupi (Biology Reproductive
Plant-Bogor  Agricultural  University,
Indonesian), (ID Scopus : 6506616270)

Dr. Ir. Eny Widajati, MS, (Seed Technology), (h-
index: 5), Bogor Agricultural University,
Indonesia

Dr. Edi Santoso, SP., MSi (Ekofisiologi-
Departemen Agronomi dan Hortikultura,
Faperta IPB, Indonesia)

Prof. Dr. Ir. Elna Karmawati (Entomologi-Center
for  Estate  Crops Research and
Development, Indonesia, (Scopus ID :
26531334600)

Dr. Hagus Tarno, Agr.Sc (Entomologi-Universitas
Brawijaya, Indonesia), (Scopus ID
36163526900; h-index : 2)

Dr. I Ketut Ardana, (Agricultural Economy -
Indonesian Center for Estate Crops
Research and Development, Indonesian),
(h-index: 3)

Dr. Ir. I Made Samudera (Entomologi Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Biotek-

| et I

l Tentara Palaiar Mo, 3 Bogor 16171 —

nologi  dan Genetik

Pertanian)

Prof. Dr. Ir. I Wayan Laba (Entomologi-Balai
Penelitian Tanaman Rempah dan Obat,
Indonesia), (h-index : 6)

Dr. Ifa Manzila, M.Si (Epidemiologist-Indonesian
Center for Biotechnology and Genetic
Resources Research and Development,
Indonesia), (ID Scopus : 55552513600)

Dr. Ir. Irdika Mansur, M.For.Sc. (Silviculture-
Southeast Asian Regional Centre for
Tropical  Biology), (ID  Scopus
6603222376)

Dr. Irmanida Batubara, M.Si. (Natural Product
Chemistry-Center of Tropical Biofarmaka
Bogor Agriculture Institute, Indonesia),
(Scopus Id : 26031903000)

Dr. Ir. Ladiyani Retno Widowati, MSc,
(Indonesian Center for Biotechnology and
Genetic  Resources  Research  and
Development, Indonesia)

Sumberdaya

Dr. Lisnawita (Fitopatologi-Universitas Sumatera
Utara, Indonesia), (Scopus ID:
55780066800)

Dr. Ir. Muhamad Yunus, M.Si (Plant Breeding-
Indonesian Center for Biotechnology and
Genetic  Resources  Research  and
Development, Indonesia)

Prof. Dr. Nanik Setyowati (Budidaya Tanaman-
Universitas Bengkulu, Indonesia), (ID
Scopus : 57189367022)

Dr. Neni Rostini (Pemulia Tanaman-Universitas
Padjadjaran  Bandung, Indonesia), (h-
index : 5)

Dr. Ir. Nurliani Bermawie (Pemuliaan-Balai
Penelitian Tanaman Rempah dan Obat,
Indonesia), (Scopus ID ; 55993158700; h-
index : 1)

Dr. Ratu Safitri, MS (Mikrobiologi-Universitas
Padjajaran Bandung, Indonesia), (ID
Scopus : 6506729561)

Dr. rer. nat. Chaidir (Agency for the Assessment
and Application of Technology, Indonesia)

Prof. Dr. Ir. Risfaheri, M.Si (Teknologi

? for

Tgl. Terima :..o.o31...%

Induk : ll}g

i Pustaka : Behi/Tukar/Hadiah




Agricultural Postharvest Research and
Development, Indonesia)

Dr. Rita Noveriza (Virologi - Indonesian Spices
and Medicinal Crops Research Institute,
Indonesian), (ID Scopus : 55734904600)

Prof. Dr. Ir. Rosihan Rosman, MS (Ekofisiologi-
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat, Indonesia)

Dr. Ir. Siswanto, M.Phil, (Entomologi-Pusat
Penelitian dan Pengembangan Perkebun-
an, Indonesia, Indonesia)

Dr. Sri Yuliani (Teknologi pascapanen-Indonesian
Center for Agricultural Postharvest

Research and Development, Indonesia),
(Scopus ID : 9844293200 / h-Index : 6)

Prof. Ir. Totok Agung Dwi Haryanto, M.P, Ph.D
(Plant  Breeding-University of Jenderal

Soedirman, Indonesia), (Scopus ID
6506751630)

Ir. Usman Daras, M.Agr.Sc (Budidaya Tanaman-
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan
Obat,  Indonesia), (Scopus ID
56429655600; h-index : 2)

Dr.  Yudiwanti  (Pemulia  Tanaman-Institut
Pertanian Bogor, Indonesia), (h-index : 2)

Dr. Yulin Lestari (Kimia-Institut Pertanian Bogor,
Indonesia), (ID Scopus : 35107494200)

Dr. Yuyu Suryasari (Biologi Molekuler-Pusat
Penelitian dan Pengembangan Biologi-
LIPI,  Indonesia), (Scopus ID
6503885123)

Dr. Ir. Widodo, M.S (Mikology - Bogor
Agricultural University, Indonesian), (ID
Scopus : 56502046800)




ISSN : 0215-0824
e-ISSN : 2527-4414

BULETIN PENELITIAN

TANAMAN REMPARH DAN OBAT

Bulletin of Research on Spice and Medicinal Crops
Akreditasi KEMENRISTEKDIKTI No. 30/E/KPT/2018

E Volume 31, Nomor 1, Mei 2020

KATA PENGANTAR

Puji syukur kita panjatkan ke hadirat Tuhan Yang Maha Kuasa, Buletin Penelitian Tanaman Rempah
dan Obat Volume 31, Nomor 1, untuk tahun 2020 dapat diselesaikan. Buletin ini berisi 6 artikel yang terdiri
dari berbagai bidang masalah dan disiplin ilmu pada Tanaman Rempah dan Obat. Artikel pertama Aktivitas
Antioksidan Kecibeling, Bakau Merah, dan Katuk pada Metode Ekstraksi dan Rasio Ekstrak yang Berbeda.
Artikel kedua adalah DNA Barcoding Anggrek Obat Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar Menggunakan
Gen rbcL dan ITS. Artikel ke tiga menyajikan Efektivitas Senyawa Nonatsiri dari Curcuma spp. terhadap
Penekanan Penyakit Antraknosa pada Buah Cabai. Artikel keempat In Vitro Activity of Parijoto Fruit Extract
(Medinilla speciosa B.) For Reducing Blood Glucose. Artikel kelima adalah Efektivitas Ekstrak Etanol Biji
Mimba, Mahoni dan Suren terhadap Larva Tenebrio molitor Linnaeus (Tenebrionidae: Coleoptera). Artikel
keenam adalah Karakterisasi Bakteri dari Perakaran Nepenthes mirabilis untuk Pengendalian Hayati
Fusarium oxysporum.

Kami mengucapkan terima kasih kepada semua penulis yang sudah mengisi Buletin Penelitian

Tanaman Rempah dan Obat (Bul. Littro) dan kepada semua pihak yang sudah membantu, sehingga Bul.
Littro dapat diselesaikan tepat pada waktunya. Akhir kata semoga artikel dalam Bul. Littro ini bermanfaat,
khususnya bagi yang memerlukan.

Ketua Dewan Redaksi

Dr. Otih Rostiana, M.Sc




ISSN : 0215-0824
e-ISSN : 2527-4414

BULETIN PENELITIAN

TANAMAN REMPAR DAN OBAT

Bulletin of Research on Spice and Medicinal Crops
Akreditasi KEMENRISTEKDIKTI No. 30/E/KPT/2018

Volume 31, Nomor 1, Mei 2020

DAFTAR ISI

Aktivitas Antioksidan Kecibeling, Bakau Merah, dan Katuk pada Metode Ekstraksi dan
Rasio Ekstrak yang Berbeda

Lilik Sulastri, Ika Oktavia, dan Partomuan Simanjuntak 1-7
DNA Barcoding Anggrek Obat Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar Menggunakan Gen
rbcL dan ITS >

Dian Al Ghifari Perwitasari, Siti Rohimah, Tri Ratnasari, Bambang Sugiharto, dan

Mukhamad Su’udi 8-20
Efektivitas Senyawa Nonatsiri dari Curcuma spp. terhadap Penekanan Penyakit
Antraknosa pada Buah Cabai

Anella Retna Kumala Sari, Firdaus Auliya Rahmah, dan Syamsuddin Djauhari 21-30
In Vitro Activity of Parijoto Fruit Extract (Medinilla speciosa B.) For Reducing Blood
Glucose

Rissa Laila Vifta, Wilantika, dan Yustisia Dian Advistasari 31-39
Efektivitas Ekstrak Etanol Biji Mimba, Mahoni dan Suren terhadap Larva Tenebrio
molitor Linnaeus (Tenebrionidae: Coleoptera)

Wida Darwiati, Ujang Wawan Darmawan, dan Cheppy Syukur 40-47
Karakterisasi Bakteri dari Perakaran Nepenthes mirabilis untuk Pengendalian Hayati

Fusarium oxysporum
Mardhiana, Muh Adiwena, dan Ankardiansyah Pandu Pradana 48-58

Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian
Agency for Agricultural Research and Development
PUSAT PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERKEBUNAN
Indonesian Center for Estate Crops Research and Development
Bogor, Indonesia



Buletin Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Vol. 31 No. 1,2020:1-7

AK

TAS ANTIOKSIDAN KECIBELING, BAKAU MERAH, DAN KATUK
PADA METODE EKSTRAKSI DAN RASIO EKSTRAK YANG BERBEDA

idant Activity of Kecibeling, Red Mangrove, and Star Gooseberry at Different Extraction

Lilik

Methods and Extract Ratios

Sulastri”, Ika Oktavia®, dan Partomuan Simanjuntak® 3

" Sekolah Tinggi Teknologi dan Farmasi (STTIF)
Jalan Kumbang No 23 Bogor 16151
2 Pusat Penelitian Kimia LIPI

Kawasan Puspiptek Serpong - Kota Tangerang Selatan 15314, Banten

3 Fakultas Farmasi, Universitas Pancasila
Jagakarsa Jakarta 12640

INFO ARTIKEL

ABSTRAK/ABSTRACT

e history:
mma: 11 April 2019
D isi- 19 Desember 2019

Dseswjui- 23 Maret 2020

2 kunci:
=ophora stylosa;
androgynus;
Silanthes crispa; infusa;

Key words:
W&izophora stylosa; Sauropus
fogynus; Strobilanthes
sspa: infusion; maceration

Tumbuhan obat Indonesia, seperti kecibeling {Strobilanthes crispa (L.)
Blume}, bakau merah (Rhizophora stylosa Griff.) dan katuk {Sauropus
androgynus (L.) Merr.} mengandung senyawa aktif yang berperan sebagai
antioksidan. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh metode
ckstraksi (maserasi dan infusa) dan rasio perbandingan ekstrak daun
kecibeling dan bakau merah, serta batang katuk, baik secara tunggal
maupun kombinasi terhadap aktivitas antioksidan ekstrak. Serbuk simplisia
kering berukuran 40 mesh dari daun kecibeling, daun bakau merah, dan
batang katuk -dickstraksi menggunakan pelarut etanol 96 % (metode
maserasi) dan dengan pelarut air (metode infusa). Ekstrak tunggal atau
kombinasi ekstrak tunggal daun kecibeling, daun bakau merah, dan batang
katuk (1:1:1; 1:1:2; 1:2:1; dan 2:1:1) diuji aktivitas antioksidannya
berdasarkan metode radikal bebas 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH).
Metode maserasi dengan etanol lebih baik dibandingkan dengan metode
infusa dengan air. Antioksidan dari ekstrak etanol daun kecibeling
menunjukkan aktivitas paling kuat dengan nilai konsentrasi penghambatan
(ICs0) sebesar 37,65 ppm dibandingkan dengan ekstrak air. Kombinasi
ekstrak etanol tunggal dari daun kecibeling, daun bakau merah, dan batang
katuk (2:1:1) bersifat sinergis dengan aktivitas antioksidan paling kuat
(ICso= 18,78 ppm), tetapi masih di bawah aktivitas antioksidan vitamin C
(ICso = 4,24 ppm). Ekstrak etanol daun kecibeling secara tunggal atau
dikombinasikan dengan ekstrak etanol daun bakau merah dan batang katuk
berpotensi dikembangkan sebagai antioksidan.

Indonesian medicinal plants, such as Strobilanthes crispa (L.) Blume (locally
known as kecibeling), red mangrove (Rhizophora stylosa Griff.) and star
gooseberry {Sauropus androgynus (L.) Merr.} contain active compounds
that act as antioxidants. The study aimed to determine the effect of extraction
methods (maceration and infusion) on the antioxidant activity of both single
extract and several combination ratios of the extracts mixture of kecibeling
leaves, red mangrove leaves and star gooseberry stems. Dried powdered of
the samples of a 40 mesh size were extracted using 96 % ethanol solvent
(maceration method) and water solvent (infusion method). A single extract
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or a combination of the three-single extracts (1: 1: 1; 1: 1: 2; 1: 2: 1; and
2: 1: 1) were then evaluated for their antioxidant activity based on the free
radical method  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). In general,
extraction method using ethanol (maceration) was better than water
(infusion). Antioxidants activities from ethanol extracts of the kecibeling
leaves showed the strongest activity with an inhibitory concentration (ICs))
value of 37.65 ppm than the infusion extracts. The combination of a single
ethanol extract from the three plants at a ratio of 2: 1: 1 was synergistic,
which indicated by its strongest antioxidant activity (ICs; = 18.78 ppm).
However, it still below the antioxidant activity of vitamin C (ICsy = 4, 24
ppm). Ethanol extract of kecibeling leaves singly or combined with the
ethanol extracts of red mangrove leaves and star gooseberry stems can be
developed as a potential antioxidant.

PENDAHULUAN

Penyakit degeneratif merupakan suatu
penyakit yang disebabkan oleh adanya radikal
bebas yang menyerang tubuh secara berlebihan.
Salah satu cara melawan serangan radikal bebas
adalah  dengan menggunakan antioksidan.
Antioksidan merupakan senyawa pereduksi yang
dapat mencegah oksidasi suatu molekul menjadi
radikal bebas atau menghentikan reaksi berantai
radikal bebas agar tidak menjadi liar dan merusak
sistem yang bekerja dalam tubuh (Djamil dan
Anelia 2009). Antioksidan dapat diperoleh dari
bahan alami maupun sintetik. Antioksidan sintetik
memiliki beberapa kekurangan yaitu terkait dugaan
karsinogenik dan kurang aman jika dikonsumsi
secara terus menerus. Oleh karena itu, antioksidan
alami dipandang lebih aman karena diperoleh dari
ekstrak bahan alami (Xu et al. 2017).

Indonesia adalah salah satu negara tropis
yang terkenal kaya akan sumber daya alamnya.
Keanekaragaman tumbuhan yang ada dapat digali
dan dijadikan sebagai bahan baku obat salah
satunya adalah sebagai antioksidan alami. Banyak
tumbuhan obat Indonesia dikenal sebagai sumber
antioksidan, seperti kunyit, bawang merah, buah
naga merah, teh, stevia dan lainnya. Tiga tum-
buhan obat Indonesia yang diteliti antioksidannya
sebagai ekstrak tunggal maupun kombinasi adalah
daun kecibeling {Strobilanthes crispa (L.)
Blume.}, daun bakau merah (Rhizophora stylosa
Griff) dan batang katuk ({Sauropus androgynus
(L.) Merr.}. Berdasarkan beberapa hasil penelitian,
ketiga tumbuhan tersebut dinyatakan mempunyai
daya peredaman radikal bebas dalam kategori
sedang,

Daun  katuk banyak  dimanfaatkan
masyarakat Indonesia, selain sebagai sumber zat
antioksidan, air rebusannya banyak diminum para
wanita yang baru melahirkan untuk melancarkan
produksi air susu ibu (Hayati et al. 2016). Ekstrak
etanol daun katuk memiliki aktivitas antioksidan
sedang dengan nilai inhibisi sebesar 62 % (Nahak
dan Sahu 2010). Bagian lain dari katuk yang belum
banyak dimanfaatkan adalah batangnya. Selama ini
batang katuk menjadi limbah yang tidak
termanfaatkan. Hasil penelitian (Wei et al. 2011)
menyebutkan bahwa ekstrak methanol 70 % batang
katuk memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai
ICso sebesar 8,34 ppm. Berkaitan dengan hal
tersebut, maka dilakukan penelitian terhadap
batang katuk dengan metode ekstraksi yang
berbeda, yaitu menggunakan pelarut etanol 96 %
dan air.

Ekstrak metanol daun kecibeling memiliki
aktivitas antioksidan dengan nilai ICso 100,36 ppm
(Dali et al. 2017). Sementara itu, Adibi et al.
(2017) melaporkan bahwa ekstrak etanolnya
mempunyai daya peredaman radikal bebas
terhadap DPPH sebesar 113,14 ppm.

Beberapa penelitian antioksidan dengan
mengkombinasikan  tanaman  telah  banyak
dilakukan untuk meningkatkan potensi antioksidan
seperti keladi tikus dengan sarang semut (Wimpy
dan Harningsih 2017), sarang semut dengan daun
sirsak (Wimpy dan Suharyanto 2014). Multi
ekstrak atau kombinasi ekstrak adalah campuran
ekstrak lebih dari satu simplisia, yang diekstraksi
dengan pelarut secara terpisah. Sementara itu,
multi herbal atau ekstrak kombinasi herbal
merupakan hasil ekstraksi campuran lebih dari satu
simplisia dengan pelarut tertentu.

Penggunaan  jenis pelarut  untuk
mengekstraksi senyawa kimia dalam simplisia juga
akan mempengaruhi kelarutan senyawa. Ekstraksi




dengan pelarut air yang disebut juga dengan cara
dekok atau infusa adalah cara tradisional untuk
membuat atau meramu obat herbal. Ekstraksi
dengan pelarut alkohol (etanol) atau metanol yang
dikenal sebagai cara maserasi, refluks atau lainnya
adalah suatu cara modern yang sudah banyak
dilakukan untuk pembuatan obat herbal terstandar
(OHT) atau fitofarmaka (Ditjen 2000). Tujuan
penelitian adalah untuk mengetahui pengaruh
metode ekstraksi (etanol 96 % dan air) yang
digunakan untuk mengekstraksi simplisia daun
kecibeling, daun bakau merah dan batang katuk
maupun  kombinasinya, terhadap  aktivitas
antioksidan.

BAHAN DAN METODE

Kegiatan penelitian  dilaksanakan di
ratorium Kimia Bahan Alam, Pusat Penelitian
weknologi  LIPI, Cibinong, sejak September
mpai Desember 2018. Daun kecibeling diperoleh
% dacrah Citeureup, Jawa Barat; daun bakau
gwah dari daerah Banyuwangi, Jawa Timur; dan
g katuk dari Bogor, Jawa Barat (Gambar 1).

an simplisia

Sebanyak 4 kg dari masing-masing sampel
an disortasi, dicuci dengan air mengalir,
kan, kemudian dirajang tipis-tipis dengan
an = 1 cm. Selanjutnya, sampel dikeringkan
cara  diangin-anginkan  kemudian
menggunakan blender dan diayak
an saringan berukuran 40 mesh.

-

katuk (kanan).

and stems of Sauropus androgynus (right).
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Simplisia kering disimpan di dalam wadah tertutup
sampai digunakan untuk ekstraksi.

Ekstraksi metode maserasi dengan etanol

Ekstrak tunggal dari setiap simplisia kering
dibuat dengan cara merendam sebanyak 600 g
masing-masing daun kecibeling, daun bakau
merah, dan batang katuk. Selanjutnya masing-
masing simplisia dimasukan ke dalam toples kaca
besar yang berbeda. Pelarut etanol 96 % kemudian
ditambahkan sampai semua simplisia terendam
kemudian toples disimpan pada kondisi ruangan
dalam keadaan tertutup, serta terlindung dari
cahaya selama 24 jam. Sesekali toples diaduk
supaya proses maserasi berjalan maksimal.
Selanjutnya, hasil maserasi dikocok menggunakan
blender (Airlux) dan disaring dengan kertas saring
sechingga diperoleh filtrat (maserat). Proses
maserasi diulang tiga kali. Maserat kemudian
dipekatkan =~ menggunakan  rotary  vacuum
evaporator (Stuart RE3022C) pada suhu 40-50 °C
sampai diperoleh ekstrak kental etanol dan
dihitung persentase rendemennya dengan rumus
sebagai berikut:

Bobot ekstrak
Bobot simplisia

% Rendemen = x 100 %

Ekstrak kombinasi dari simplisia diperoleh
dengan cara mencampurkan ekstrak tunggal
masing-masing simplisia (daun kecibeling, daun
bakau merah, dan batang katuk) dengan

perbandingan seperti yang ditampilkan pada
Tabel 1.

. Bagian tanaman yang digunakan dalam penelitian, daun kecibeling (kiri), daun bakau (tengah), dan batang

Part of plants used in the study, leaves of Strobilanthes crispa (left), leaves of Rhizophora stylosa (center),
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label 1. Perbandingan ekstrak tunggal daun kecibeling, daun bakau merah, dan batang katuk dalam ekstrak
campuran.
Table 1.  Combination of single extracts of kecibeling leaves, red mangrove leaves, and star gooseberry stems.
No. Perbandingan Ekstrak daun kecibeling  Ekstrak daun bakau merah  Ekstrak batang katuk
(g (2) (8
1 1415 1 1 1
2 1:3:2 1 1 2
3 1:2:1 1 2 1
- 2:1:1 2 1 1

Ekstraksi metode infusa dengan air

Simplisia kering daun kecibeling, daun
bakau merah, dan batang katuk masing-masing
sebanyak 150 g berat kering dimasukkan ke dalam
panci berisi akuades 1,5 1 dan dipanaskan
(diinfudasi) selama 15 menit dihitung mulai suhu
90 °C, kemudian ekstrak air disaring. Proses
ekstraksi diulang sebanyak tiga kali. Filtrat yang
diperoleh divapkan di atas penangas air (water
bath; Memmert) hingga diperoleh ekstrak kental.
Rendemen ekstrak kental dihitung sebagai berikut:

Bobot ekstrak
Bobot simplisia

% Rendemen = x 100 %

Kombinasi ekstrak air dibuat dengan
metode yang sama seperti pada pembuatan
kombinasi ekstrak etanol 96 % dengan
perbandingan yang sama (Tabel 1).

Uji antioksidan

Pengujian antioksidan dari ekstrak tunggal
dan kombinasi ketiga simplisia dilakukan dengan
metode peredaman radikal bebas dengan 2, 2-
difenil-1-pikrilhidrazil ~ (DPPH) berdasarkan
metode Molyneux yang dimodifikasi (Molyneux,
2004; Sagar dan Singh 2011) menggunakan
spektrofotometer UV-VIS (Hitachi U-3900H) pada
panjang  gelombang 517 nm  sehingga
menghasilkan absorbansi yang digunakan untuk
menghitung persen inhibisi (%). Ekstrak yang
memiliki nilai persentase inhibisi tertinggi
kemudian akan diuji aktivitas antioksidannya
(ICso). Vitamin C digunakan sebagai kontrol positif
(Molyneux 2004) Penghitungan persentase inhibisi
ekstrak menggunakan rumus sebagai berikut:

% inhibisi = w x 100 %
blanko

Keterangan/Note :
A = Nilai Absorbansi/Absorbance Value

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen ekstrak tunggal metode maserasi
dan infusa

Ekstrak etanol dan ekstrak air dari
simplisia kering daun kecibeling, daun bakau
merah dan batang katuk yang diperoleh berbentuk
kental, berwarna coklat tua, dan berbau khas.
Persentase rendemen ekstrak etanol 96 % dan
ekstrak air ditampilkan pada Tabel 2.

Hasil rendemen ekstrak tunggal pada
metode maserasi (dengan pelarut etanol) memiliki
rendemen yang lebih kecil dibanding dengan
rendemen ekstrak tunggal metode infusa (dengan
pelarut air) (Tabel 2). Adanya perbedaan ini
dipengaruhi oleh faktor suhu, suhu tinggi pada
metoda infusa dapat menarik senyawa kimia lebih
banyak dibandingkan pada suhu rendah (maserasi)
(Narsih dan Agato 2018).

Persentase inhibisi

kombinasi

ekstrak tunggal dan

Hasil wuji aktivitas antioksidan untuk
ekstrak tunggal menunjukkan bahwa ekstrak etanol
96% memiliki persentase inhibisi lebih tinggi
dibandingkan ekstrak air pada tanaman yang sama
(Tabel 3). Ekstrak etanol 96 % daun kecibeling
memberikan inhibisi sebesar 94,07 %, sedangkan
untuk ekstrak air daun kecibeling mempunyai
persentase inhibisi 72,59 %. Hasil ini menunjukkan
bahwa ekstraksi dengan cara maserasi (pelarut




katuk

star gooseberry stems.
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rendemen ekstrak etanol (maserasi) dan ekstrak air (infusa) daun kecibeling, daun bakan merah, dan

ethanol extract (maceration) and water extract (infusion) of kecjibeling leaves, red mangrove leaves,

Ekstrak etanol Ekstrak air
Berat (g) Rendemen (%)* Berat (g) Rendemen (%)**
mbeling 62,82 10,47 27,88 18,59
@m merah 78,33 13,05 57,97 38,65
2 44,73 7.46 32,1 21,4

= &2 600 g berat kering simplisia/The yield was calculated from 600 g dry weight of simplicia.

asi 100 ppm.

eDE]

stems at 100 ppm concentration

7 150 g berat kering simplisia/ The yield was calculated from 150 g dry weight of simplicia.

sentase inhibisi ekstrak etanol dan ekstrak air daun kecibeling, daun bakau merah, dan batang katuk pada

bition percentage of ethanol extract and water extract of kecibeling leaves, red mangrove leaves, and star

s 1 Ekstrak etanol Ekstrak air
i Nilai absorbansi Inhibisi (%) Nilai absorbansi Inhibisi (%)
beling 0,024 94,07 0,111 72,59
u merah 0,035 91,36 0,041 89,88
£ 0,221 45,43 0,341 15.80
Kombinasi ekstrak daun kecibeling : daun bakau merah : batang katuk
0,038 90,13 0,107 72,21
0,043 < 8883 0,079 79,48
0,039 89,87 0,069 82,08
0,035 90,90 0,131 65,97
0,385 --
0,013 96,54

96 %) yang merupakan pelarut universal
iti 2016) schingga dapat menarik senyawa
semi polar dan polar, seperti senyawa
alkaloid, steroid dan flavonoid yang

sebagai penghasil antioksidan (Herman
- Selain itu, etanol lebih disukai untuk
aksi senyawa-senyawa yang berpotensi
. antioksidan karena toksisitasnya yang

2 dari tiga ulangan/average from three replications.

rendah (Karadeniz et al. 2005). Sementara itu,
pelarut air yang dikenal sebagai pelarut sangat
polar adalah pelarut penarik senyawa glikosida,
polisakarida, namun kurang efektif sebagai
antioksidan.

Hasil uji aktivitas antioksidan



Aktivitas Antioksidan Kecibeling, Bakau Merah, dan Katuk pada Metode ... (Lilik Sulastri, Tka Oktavia dan Partomuan Simanjuntak)

Tabel 4.
daun bakau merah, dan batang katuk (2:1:1).

Konsentrasi inhibisi (ICso) ekstrak etanol tunggal daun kecibeling dan kombinasi terbaik daun kecibeling,

Table 4. Inhibition concentration (ICsy) of the best single extract (kecibeling leaves) and the best combination ratio 0j
kecibeling leaves, red mangrove leaves, and star gooseberry stems extracts (2:1:1).
Konsentrasi (ppm) Nilai absorbansi blanko Nilai absorbansi* Inhibisi (%) ICso (ppm)
Ekstrak tunggal daun kecibeling
5 0,427 6,57
10 0,386 15,55
25 0,457 0,237 48,10 37,65
50 0,059 87,15
100 0,026 94,23
Ekstrak kombinasi daun kecibeling : daun bakau merah : batang katuk (2:1:1)
5 0,383 16,20
10 0,304 33,43
25 0,457 0,070 84,67 18,78
50 0,041 91,02
100 0,032 92,92
Vitamin C
4 0,516 46,64
6 0,386 60,14
8 0,457 0,208 78,54 4,24
10 0,034 96,52
12 0,027 97,24
Keterangan/Note :
*) rerata dari tiga ulangan/average from three replications.
Hasil uji antioksidan terhadap kombinasi KESIMPULAN

ekstrak (Tabel 3) juga memperlihatkan bahwa
persentase inhibisi kombinasi ekstrak etanol 96 %
(maserasi) lebih tinggi dibandingkan dengan
kombinasi ekstrak air (infusa). Kemudian setelah
dilakukan pengujian aktivitas antioksidan dengan
menggunakan nilai ICsp, diperoleh bahwa
kombinasi ekstrak etanol 96 % dengan
perbandingan 2 : 1 : 1 lebih baik dibandingkan
dengan ekstrak tunggal daun kecibeling dengan
nilai ICso berturut-turut adalah 18,78 ppm dan
37,65 ppm. Namun masih lebih rendah dari
aktivitas antioksidan vitamin C (ICso = 4,24 ppm)
(Tabel 4). Hasil kombinasi ekstrak etanol 96 %
daun kecibeling, daun bakau merah dan batang
katuk memiliki efek yang lebih besar dibandingkan
dengan penggunaan tunggal, maka dapat dikatakan
mempunyai pengaruh sinergistis. Hidayat et al.
(2014) juga menyatakan bahwa ekstrak kombinasi
kacang kedelai dengan daun jati belanda memiliki
aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dari ekstrak
tunggalnya. Hasil yang sama juga diperoleh pada
kombinasi ekstrak kayu secang dengan kelopak
bunga rosella yang memiliki aktivitas antioksidan
jauh lebih kuat dari ekstrak tunggal kelopak bunga
rosela (Yulianty et al. 2016).

o

Ekstrak etanol daun kecibeling, daun
bakau merah, dan batang katuk memiliki daya
antioksidan lebih baik dibandingkan dengan
ekstrak air (hasil infusa). Aktivitas antioksidan
terkuat ditunjukkan oleh kombinasi ekstrak daun
kecibeling, daun bakau merah, dan daun katuk
(2:1:1) serta ekstrak tunggal daun kecibeling,
dengan konsentrasi penghambatan (ICso) berturut-
turut adalah 18,78 ppm dan 37,65 ppm, tetapi
masih di bawah keefektifan vitamin C (ICso = 4,24
ppm). Ekstrak etanol daun kecibeling tunggal atau
kombinasi dengan ekstrak daun bakau merah, dan
batang katuk berpotensi untuk dikembangkan
sebagai antioksidan.
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Dendrobium discolor Lindl., Tanimbar adalah salah satu anggrek obat yang
telah digunakan untuk mengobati penyakit kulit. Secara morfologi
D. discolor Tanimbar menunjukkan kesamaan dengan D. discolor Merauke
dan D. bigibbum sehingga menyulitkan dalam identifikasi. DNA barcoding
menggunakan penanda gen spesifik ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
large (rbcL) dan Internal Transcribed Spacer (ITS) diharapkan dapat
digunakan untuk mengidentifikasi D. discolor secara akurat. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi sekuen DNA yang berpotensi sebagai
barcode untuk identifikasi anggrek obat D. discolor Tanimbar
menggunakan penanda molekuler rbcL dan I7S. DNA genom D. discolor
Tanimbar diisolasi dan digunakan sebagai template dalam reaksi PCR.
Amplikon yang dihasilkan kemudian diurutkan (sequensing). Hasil
penelitian menunjukkan wurutan gen rbcL dari D. discolor memiliki
homologi tinggi dengan D. salaccense (Accession: LC193510.1, Prect.
Ident: 99,45 %), sedangkan /7S memiliki homologi tinggi dengan D. nindii
(Accession: AY239985.1, Prect. Ident. 98,67 %). Analisis bioinformatika
menunjukkan bahwa urutan gen rbeL dari D. discolor memiliki urutan
homologi yang lebih tinggi daripada /7S. Namun, urutan /7S lebih spesifik
dan mampu membedakan hingga tingkat spesies. Berdasarkan hasil
penelitian ini maka sekuen /7S dapat dirckomendasikan sebagai penanda
molekuler untuk identifikasi anggrek obat D. discolor Tanimbar.

Dendrobium discolor Lindl., Tanimbar is one of the medicinal orchids that
has been used to treat skin diseases. Morphologically, D. discolor Tanimbar
shows similarities with D. discolor Merauke and D. bigibbum, making it
challenging to identify. DNA barcoding using ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase large (tbcL) and Internal Transcribed Spacer (ITS) markers
expected to be used to identify D. discolor accurately. This study aimed to
identify potential DNA sequences as barcodes for the identification of
medicinal orchid D. discolor Tanimbar using molecular markers tbcL and
ITS. The DNA genome of D. discolor Tanimbar was isolated and used as a
template in the PCR reaction. The resulting amplicons were then
sequenced. The results showed that the tbcL gene sequence of D. discolor
had high homology with D. salaccense (Accession: LCI193510.1, Prect.
Ident : 99.45 %), whereas the 1TS had high homology with D. nindii
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(Accession: AY239985.1 Identification: 98.67 %). Bioinformatics analysis
showed that the rbcL gene sequence from D. discolor had more homology
sequence than the 1TS. However, the 1TS sequence was more specific and
could differentiate to species level. Based on the results of this study, the
ITS sequence can be recommended as a molecular marker for the
identification of the medicinal orchid D. discolor Tanimbar-.

whidaceae memiliki  sekitar  20.000
terdistribusi dalam 899 genera dan
7 % dan total spesies tanaman berbunga
& dunia (Erzurumlu et al. 2018).
w2 memiliki nilai penting tidak hanya
| esienika, fitoterapi, dan ekologis tetapi
bidang terapeutik yaitu
: sebagai obat (Joshi et al. 2009;
2011; Wang et al. 2017). Terdapat 482
‘ameerek obat tersebar di seluruh Asia dan
95 spesies ditemukan di Indonesia
16). Salah satu jenis anggrek obat berasal
auan  Tanimbar, Maluku yaitu
discolor Lindl. Tumbuhan ini telah
an untuk mengobati berbagai macam
seperti disentri, menghilangkan rasa sakit,
@t kurap, dan bisul (Pant 2013; Teoh
Suku Aborigin di Australia menggunakan
muda D. discolor untuk tapal dan batang
sk obat kurap (Bulpitt 2005).
Identifikasi spesies D. discolor Lindl.
smakan penanda morfologi memiliki
an. Hal ini dikarenakan adanya
» morfologi organ vegetatif dalam genus
i sedangkan organ generatif seperti
mudah diperoleh (Han et al. 2018;
i 2019). Terlebih lagi, apabila bagian yang
satkan sebagai obat adalah batang semu
hampir semua jenis anggrek Dendrobium
3 morfologi batang yang sama, sehingga
san dalam pemilihan dapat berakibat fatal.
=na itu, perlu ada metode yang akurat
alat pembeda. D. discolor Tanimbar secara
21 memiliki organ vegetatif yang mirip
D. discolor Merauke (spesies intraspesifik)
bigibbum Lindl. (spesies interspesifik)
2015). Selain itu, adanya inkonsistensi

antara nama lokal spesies (vernacular names)
maupun sinonim ilmiah menjadi tantangan dalam
identifikasi  spesies  secara  konvensional
(Ghorbani et al. 2017; Raclariu et al. 2018). Hal
tersebut menjadi permasalahan dan kelemahan
dalam identifikasi berdasarkan karakter morfologi,
sehingga mendorong penggunaan metode baru
yang jauh lebih efektif dalam menentukan
identitas spesies tanaman, misalnya penanda
molekuler/DNA (Subedi et al. 2013; Kim et al.
2014; Xu et al. 2015; Parveen et al. 2017).

Identifikasi spesies menggunakan penanda
molekuler ~ memiliki  keunggulan  karena
keakuratannya yang tinggi, cepat, dan spesifik
(Kim et al. 2014; Miftakhurohmah et al. 2016;
Raclariu et al. 2018). Penanda molekuler spesifik
pada hewan telah disepakati menggunakan gen
COI (Hebert et al. 2003). Namun, gen CO! kurang
efektif apabila digunakan pada spesies tumbuhan.
Hal ini dikarenakan rendahnya tingkat substitusi
nukleotida pada genom mitokondria tanaman yang
menyebabkan homologi antar sekuen tinggi
(Hollingsworth et al. 2011; Kim et al. 2014). Oleh
karena itu, dalam penelitian ini dicari penanda
molekuler spesifik yang melibatkan sekuen dari
kloroplas dan nukleus untuk membedakan spesies.
Sekuen tersebut adalah ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) dan
Internal Transcribed Spacer (ITS) yang telah
dirckomendasikan oleh The Consortium for the
Barcode of Life (CBOL) sebagai salah satu
kandidat barcode universal pada tanaman
(Hollingsworth ez al. 2011). rbcL merupakan gen
yang berasal dari genom plastid, sedangkan I7S
berasal dari genom nukleus. Penelitian ini
bertujuan  untuk  mengidentifikasi  sekuen
berpotensi sebagai barcode pada anggrek obat
D. discolor Lindl. Tanimbar menggunakan
penanda molekuler 7b¢L dan ITS.
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BAHAN DAN METODE
Koleksi sampel dan pengamatan morfologi

Penelitian dilaksanakan mulai bulan
Oktober 2018 sampai Mei 2019. Anggrek obat
D. discolor Lindl. Tanimbar dipilih berdasarkan
data in silico sekuen DNA anggrek obat
Dendrobium dari Indonesia (Teoh 2016) yang
tersedia di GenBank NCBI. Sampel diperoleh dari
DD Orchid Nursery, Batu, Malang. Karakterisasi
morfologi dilakukan dengan cara mengamati
morfologi anggrek D. discolor Lindl. Tanimbar,
yang meliputi habitus, organ batang, daun, dan
bunga dan didukung dengan studi literatur.

Isolasi, amplifikasi PCR, purifikasi, dan
sekuensing DNA barcode Dendrobium discolor
Tanimbar

Isolasi DNA genom, analisis PCR, dan
purifikasi produk hasil PCR dilaksanakan di
Laboratorium Bioteknologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Jember. Isolasi DNA  genom
menggunakan 0,5 g sampel daun dilakukan
menggunakan metode CTAB (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) (Doyle dan Doyle 1990) dan
NEXprep™ Plant DNA Mini  Kit (NEX™
Diagnostics, Korea).

Amplifikasi DNA menggunakan mesin
PCR bertujuan untuk mengamplifikasi nukleotida
secara in vitro dan mendeteksi pita DNA spesifik
pada tanaman (Wang el al. 1993). Amplifikasi
PCR dilakukan menggunakan dua set jenis primer
spesifik yaitu rbcL dan ITS. Sekuen kloroplas
DNA (ITS) dapat digunakan untuk
mengidentifikasi hubungan interspesifik pada
Angiospermae dan jenis tanaman lainnya. Daerah
coding  (rbcL) lebih mudah  disejajarkan
(alignment)  dibandingkan daerah non-coding
seperti ITS (Taberlet et al. 1991; Hollingsworth
et al. 2009). Sekuen primer forward rbcL
(5'-ATGTCACCACAAACAGA GACTAAAGC-
3", dan sekuen primer  rbcL  reverse
(5’-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3’) (Kress
dan Erickson 2007). Sekuen primer /7S forward
(5’-ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG

-~

-3") dan sekuen primer ITS reverse (5'-
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC-3')
(Williams dan Whitten 1999).

Kondisi PCR berdasarkan hasil optimasi
terdiri atas pre-denaturasi pada suhu 95 °C selama
5 menit, denaturasi pada suhu 95 °C selama
30 detik, annealing pada suhu 53 °C selama
30 detik, dan ekstensi pada suhu 72 °C selama
1 menit 15 detik sebanyak 35 x siklus. Visualisasi
hasil PCR dilakukan menggunakan elektroforesis
gel agarose 1,25 % yang ditambah 1 pl EtBr dan
pengamatan  pola pita DNA  dilakukan
menggunakan  UV-transilluminator. Purifikasi
produk PCR dilakukan menggunakan PCR
purification  Kit (Jena Bioscience, Jerman).
Penentuan urutan/sekuens DNA hasil PCR yang
telah dipurifikasi dilakukan dengan mesin DNA
sequencer ke 1* BASE di Singapura.

Analisis  pensejajaran (alignment)  dan
filogenetik D. discolor Lindl. Tanimbar

Analisis data dilakukan dengan metode
komputasi, yaitu menggunakan beberapa software
seperti  GenBank NCBIL, ClustalX 2.1, dan
MBGAX. Sekuen hasil sekuensing yang telah
didapat  selanjutnya dianalisis menggunakan
Bioedit, dan dikonfirmasi dengan sekuen yang
terdapat pada  GenBank database ~ NCBI
menggunakan Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Spesies pada NCBI dengan urutan
sepuluh teratas kemudian dipilih dan dikoleksi
sekuennya untuk dianalisis lebih lanjut. Analisis
pensejajaran  (alignment) dilakukan  dengan
menggunakan software ClustalX 2.1 (Jeanmougin
et al. 1998), dan rekonstruksi pohon filogenetik
dilakukan menggunakan software MEGAX
(Kumar ef al. 2008). Analisis filogenetik dilakukar
menggunakan metode Neighbor-Joining (NJ) yang
bertujuan untuk merekonstruksi pohon filogenetik
berdasarkan data jarak evolusi minimum atat
berdasarkan nenek moyang terdekat (Saitou da
Nei 1987). Dalam rekonstruksi filogenetik
outgroup dipilih di luar genus Dendrobium da
didasarkan pada perbedaan morfologi yan,
signifikan dengan struktur vegetatif yang relati
sederhana yang dianggap plesiomorfik.




PFEMBAHASAN

~ #am karakteristik DNA barcode
et Dendrobium discolor Tanimbar

ek obat D. discolor Tanimbar
ek epifit section spatulate dengan
simpodial. Batang  herbaceous
fer, tegak, bagian bawah tertutup
\sendobulb). Daun berbentuk bulat
8 {ovate-lanceolate) dengan selubung
@uduk daun berseling, tepi rata
8) (Cribb 1986). Bunga terdiri atas
@orsal dan dua sepal lateral. Petal
%= dua berseling dengan sepal. Petal
ami modifikasi menjadi labellum
Ic). Tipe bunga D. discolor
lemesupinasi (memutarnya sepal dan
labellum melebar (obtuse) dengan
yang meninggi dan bunga berwarna
Kanikaningrum et al. 2004; Liddle
1990: Millar 1978; Teoh 2016).
W terdistribusi mulai dari selatan pamtai
Nugini sampai dengan Australia
2013).
sarkan hasil amplifikasi PCR D.
smbar menunjukkan bahwa fragmen
ifikasi dengan baik yaitu spesifik
ukuran target yang tepat. DNA yang
Ssmplifikasi sebagai produk PCR atau
Sesdapat pada posisi 600 bp untuk primer
2a). Hal ini relevan dengan literatur
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hasil penelitian Baker (2018) yang menyebutkan
bahwa umumnya rbcL menghasilkan pita DNA
dengan ukuran 654 bp dan didukung penelitian lain
yang mengemukakan ukuran amplikon rbcL pada
tanaman darat dan tanaman obat berkisar antara
550-650 bp (Kress dan Erickson 2007; Malik e al.
2019). Hasil amplikon menggunakan primer I7S
spesifik dan sesuai pada ukuran 900 bp (Gambar
2b) mewakili seluruh wilayah nr/7S yang terdiri
dari /751, 5.8S rDNA dan /7S2. Hal ini didukung
oleh penelitian Kishor dan Devi (2009) yang
menyebutkan bahwa ukuran produk hasil
amplifikasi PCR sekuen I7S pada anggrek Aerides
candarum Reichb.f x Vanda stangeana Reichb.f
menggunakan primer 17SE dan 26SE sekitar 930
bp.

Beberapa faktor yang mempengaruhi
keberhasilan amplifikasi PCR adalah kemurnian
DNA  hasil ekstraksi, primer spesifik yang
digunakan, efisiensi dan optimasi kondisi PCR
yang tepat, terutama pada proses annealing
(penempelan primer) (Ekman 1999). Pita yang
jelas dan tebal menunjukkan tercapainya kondisi
PCR yang optimal sehingga proses PCR dapat
berlangsung dengan baik dan dapat diproses pada
tahap selanjutnya yaitu purifikasi. Purifikasi
bertujuan untuk memurnikan DNA hasil produk
PCR dari komponen lainnya. Metode purifikasi
tidak berasal dari purifikasi gel tetapi langsung dari
produk hasil PCR karena pita DNA yang
dihasilkan telah spesifik (satu band) dan sesuai
dengan ukuran yang ditargetkan.

Morfologi anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar; (a) batang dan daun; (b) daun; (c) bunga, Sd = pal
dorsal, Sl = sepal lateral, L = labellum, dan Pl = petal.

Morphology of medicinal orchid Dendrobium discolor Tanimbar (a) stem and leaf; (b) leaf; (c) flower, Sd =
sepal dorsal, S| = sepal lateral, L = labellum, dan Pl = petal.

11




Buletin Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Vol. 31 No. \1, 2020 : 8 - 20

Sekuensing DNA merupakan proses
pembacaan urutan basa nukleotida (adenin, guanin,
sitosin, dan timin) pada suatu sampel DNA. Hasil
sekuensing produk PCR DNA D. discolor Tanimbar
menggunakan primer rbcL memiliki panjang
fragmen 550 bp (Gambar 2). Hasil analisis BLAST
menggunakan sekuen gen rbcL menunjukkan
tingkat homologi dengan genus yang lebih
bervariasi. Hal tersebut menunjukkan sekuen gen
rbcL mampu membedakan intra- dan inter-spesies
sampai tingkat genus (Tabel 1). Sepuluh spesies
teratas hasil analisis BLAST menggunakan sekuen
gen rbecL menunjukkan terdapat empat sekuen dari
genus Dendrobium, dan tujuh sekuen dari genus
lain yang memiliki kemiripan secara genetik.

M rbel

1500 bp

1000 bp

€= 600 bp

500 bp

100 bp

(a)

Hasil analisis BLAST sekuen rbcL d:
D. discolor Tanimbar menunjukkan tingk
homologi yang tinggi dengan rbcL dari spesi
D. salaccense yang memiliki nomor akse
LC193510.1. Persentase tingkat kemiripan seca
genetik (Perc. Ident) mencapai 99,45 % (Tabel |
Semakin tinggi tingkat kemiripan yang diperols
maka semakin tinggi tingkat homologi ked:
sekuen. Homologi yang tinggi mengindikasik:
rendahnya variasi genetik antar spesies tersebi
Nilai dugaan (E-value) bernilai nol (
menunjukkan  pensejajaran  seluruh  sekue
signifikan. Hal ini sesuai dengan pendap
Frederick et al. (2003) bahwa nilai E-value <0,(
bernilai signifikan.

M ITS

1500 bp

bj
1000 bp 900 bp

500 bp

100 bp

(b)

Gambar 2. Visualisasi produk PCR anggrek obat Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar pada gel agarosa 1,25 %
dengan penambahan 1 pl EtBr menggunakan Marker (M) DNA 1 kb; (a) primer rbcL; (b) primer ITS.

Figure 2

Visualization of PCR product of medicinal orchid Dendrobium discolor Lindl. Tanimbar on agarose gel

1.25% with 1 ul EtBr using Marker (M) DNA 1 kb; (a) rbcL primer; (b) ITS primer.

Tabel 1. Hasil BLAST urutan gen rbcL anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar.

Table 1. BLAST result of rcbL sequence of medicinal orchid Dendrobium discolor Tanimbar-

Nomor aksesi Spesies Nilai dugaan Tingkat kemiripan secara genetik
LC193510.1 Dendrobium salaccense 0,0 99.45%
JF713180.1 Dendrobium haemoglossum (1) 0,0 99.45%
JF713179.1 Dendrobium haemoglossum (2) 0,0 99.45%
KT626800.1 Dendrobium cunninghamii 0,0 99.27%

MH116090.1 Calanthe tricarinata (1) 0,0 99.27%

MH116089.1 Calanthe tricarinata (2) 0,0 99.27%
KF852748.1 Calanthe tricarinata (3) 0,0 99.27%
KF852736.1 Calanthe alpine 0,0 99.27%
AF264158.1 Bothriochilus bellus 0,0 99.27%
KX527547.1 Monomeria barbata 0,0 99.27%
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jang produk PCR D. discolor Tanimbar
makan  primer /7S yang berhasil
ang adalah 803 bp. Hasil analisis BLAST
: sckuen /7S menunjukkan bahwa
mgan tingkat kemiripan dengan sampel
=0 genus yang sama dengan sampel, yaitu
: Namun, dalam penelitian ini hanya
' sepuluh spesies teratas saja. Hasil ini
®an bahwa sekuen /7S secara genetik
& mendiskriminasi sampel sampai tingkat
spesies. (Tabel 2). Berdasarkan hasil
) . D. discolor Lindl. Tanimbar secara
% memiliki kesamaan/homologi dengan spesies
nindii  (AY239985.1). Persentase
 k=miripan (Perc. Ident) kedua spesies ini
9867 % (Tabel 2). Nilai dugaan (E-value)
& mol (0) yang berarti pensegjajaran  seluruh
Semilai signifikan pada tingkat spesies. /7S
membedakan hubungan interspesifik dan
X spesies tumbuhan. Hal tersebut
@n, DNA nukleus seperti /7S sering
i pindah silang pada saat pembetahan sel
menghasilkan rekombinan yang memiliki
variasi genetik. Semakin tinggi variasi
menyebabkan tingkat homologi antar
ssies semakin rendah (Cheng et al. 2016).
Sckuen DNA D. discolor Lindl. baik
maupun Merauke belum tersedia di
st Oleh karena itu, ketika dilakukan analisis
¥ D discolor Lindl. Tanimbar tidak menunjuk-
homologi yang tinggi dengan D. discolor
Merauke. Walaupun secara morfologi, organ
& D. discolor Lindl. Tanimbar menunjukkan
=miripan dengan D. bigibbum Lindl. (Adams
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2015), tetapi secara molekuler keduanya memiliki
tingkat homologi yang rendah. Hal ini ditunjukkan
dengan hasil BLAST yang didapatkan. Sekuen
D. bigibbum gen rbcL belum tersedia di GenBank,
sedangkan sekuen /7S telah tersedia di GenBank.
Meskipun sekuen /75 D. bigibbum telah tersedia di
GenBan, tetapi hasil BLAST tidak menunjukkan hal
yang sama seperti karakter morfologi.
Pensejajaran (alignment) bertujuan untuk
mengetahui kemiripan antar sekuen baik inter-
maupun intra-spesies dengan membandingkan
homologi sekuen dan variasi genetik yang dimiliki
(Misener dan Krawetz 2000; Meshoul et al. 2005).
rbeL merupakan salah satu gen yang berada dalam
genom kloroplas yang terkonservasi (karakteristik
struktur yang dipertahankan). Hal ini menyebabkan
rbcL  memiliki tingkat rekombinasi genetik
cenderung lebih rendah dibandingkan dengan
DNA nucleus (Cheng et al. 2016; Taberlet et al.
1991). Hasil penelitian menunjukkan bahwa
tingkat rekombinasi genetik rbcL lebih rendah
dibanding sekuen /7S (Gambar 3a, b) sehingga
sesuai dengan hasil alignment, bahwa rbel,
memiliki homologi tinggi yang menyebabkan
tingkat divergensi rendah atau sedikit variasi
genetic (Hasebe et al. 1994). Hasil pensejajaran
sekuen rbcL spesies D. discolor Tanimbar
menunjukkan adanya dua perbedaan  basa
nukleotida dari sampel lainnya yang terletak pada
urutan ke 519 yaitu basa sitosin (C) sedangkan
pada sekuen spesies lain adalah basa guanin (G).
Perbedaan  lainnya terletak pada  urutan
pensejajaran basa ke 539 yaitu basa timin (T) milik
D. discolor Tanimbar menunjukkan perbedaan

Hasil BLAST urutan ITS anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar.
BLAST result of ITS sequence of medicinal orchid Dendrobium discolor Tanimbar.

aksesi

Tingkat kemiripan secara genetik

Spesies Nilai dugaan (%)

9985.1 Dendrobium nindii 0,0 98,67
3%894142.1 Dendrobium taurinum 0,0 97,89
3894132.1 Dendrobium shiraishii 0,0 92,65
394131.1 Dendrobium macrophyllum 0,0 91,82
58941331 Dendrobium amboinense 0,0 90,93
3894138.1 Dendrobium kingianum 0,0 90,74
3%94141.1 Dendrobium spectabile 0,0 89,94
AB%94143.1 Dendrobium speciosum 0,0 90,51
430374.1 Dendrobium callitrophilum 0,0 89,19
30375.1 Dendrobium canaliculatum 0,0 92,41
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dengan sekuen spesies lainnya (Gambar 3a). Hasil
ini mengindikasikan bahwa rendahnya variasi
genetik pada sekuen rbcl menyebabkan rbcL
kurang efektif digunakan sebagai penanda
molekuler pada spesies D. discolor Tanimbar.,
Munculnya dua basa nitrogen pada D. discolor
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i dengan Perc. Ident 99,45 % dan
un, setelah disejajarkan D. discolor
* menunjukkan adanya dua perbedaan
ween. Hal tersebut dikarenakan besarnya
. Jdent berkaitan dengan besarnya nilai
wer dan sckuen yang disejajarkan telah
tzhapan trimming.
pensejajaran D. discolor Tanimbar
an sekuen /7S menunjukkan beberapa
» dengan spesies lainnya. Terdapat empat
i basa nitrogen, antara lain pada urutan ke
pada basa Adenin (A) D. discolor
dengan basa Guanin (G) sekuen
lainnya. Perbedaan pada urutan ke
. yaitu sekuen TCT yang berbeda dari
lainnya. Dua perbedaan basa nitrogen
swletak pada urutan ke 657 antara G
A serta perbedaan basa nitrogen T pada
777 milik D. discolor Tanimbar dengan
¢ spesies lainnya (Gambar 3b). Hal ini
@kasikan bahwa sekuen I7S memiliki
genetik yang lebih tinggi dibandingkan

K pohon filogenetik anggrek obat
discolor Tanimbar

Rekonstruksi pohon filogenetik
alkan empat kelompok utama yang terdiri
wlompok genus Dendrobium, Calanthe,

ok Obat Dendrobiu ... Dian Al Ghifari Perwitasari, Siti Rohimah, Tri Ratnasari, Bambang Sugiharto, dan Mukhamad Su 'udi

Calanthe, dan Vanda (Gambar 4). Seluruh anggota
genus Dendrobium berada pada satu klaster yang
sama yang menandakan kedekatan hubungan
kekerabatan karena beberapa karakter yang
dimiliki seperti persamaan karakter morfologi yang
dimiliki  oleh  genus  Dendrobium. Pola
pengklasteran yang didapat dari sekuen rbcL
menunjukkan bahwa D. discolor Tanimbar
memiliki kekerabatan genetik terdekat dengan
D. salaccense sesuai dengan hasil BLAST dengan
persentase identifikasi kesamaan sekuen mencapai
99.45 %. Anggrek D. haemoglossum terkait erat
dengan D. salaccense (section Grastidium) dan
mungkin terbukti merupakan varian darinya
(Fernando dan Ormerod 2008). Namun, Govaerts
(2003) menyatakan bahwa D. haemoglossum
merupakan sinonim dari D. salaccense sehingga
kedua spesies ini memiliki kekerabatan sangat
dekat.

D. cunninghamii merupakan spesies yang
berasal dari Selandia Baru (Australasian clade) dan
termasuk dalam section Winika. Spesies ini
teridentifikasi sebagai kelompok sister group yang
mencakup genus Cadetia, Diplocaulobium dan
Flickingeria, serta section Dendrobium yang terdiri
atas Grastidium, Latouria, dan Spatulata (Burke
et al. 2008). Hal ini sesuai dengan hasil konstruksi
pohon filogenetik yang menunjukkan bahwa
D. cunninghamii dari section Winika merupakan

_39: Dendrobium haemoglossum(1)
Dendrobium haemoglossum(2)

Dendrobium salaccense

43

lDendrobium discolor Tanimbar I

Dendrobium cunninghamii

Calanthe tricarinata(3)

__: Calanthe alpine
65 Bothriochilus bellus

Calanthe tricarinata(1)

____|: Calanthe tricarinata(2)
51 Monomeria barbata

Figure 4.

Vanda wightii

Gambar 4. Pohon filogenetik urutan gen rbcL anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar.
Phylogenetic tree of rbeL sequence of medicinal orchid Dendrobium discolor Tanimbar.
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sister group dari D. salaccense, D. haemoglossum
dari section Grastidium (Lokho 2013) yang berasal
dari kawasan Asia (Indonesia sampai dengan
Semenanjung Malaysia) dan D. discolor dari
section Spatulata yang terdistribusi mulai dari
Selatan Pantai Papua, Papua Nugini sampai dengan

Australia (Schuiteman 2013).
Hasil  konstruksi pohon filogenetik
menunjukan pembagian grup tidak hanya

didasarkan pada garis kekerabatan yang dekat
secara genetik tetapi juga karena adanya kemiripan
karakter organ vegetatif (daun) yang dimiliki
seperti pada section Calanthe. Section ini memiliki
pseudobulb dan bractea yang kecil (Seidenfaden
et al. 1992). Bothriochilus bellus tergolong dalam
section ini dikarenakan memiliki kemiripan pada
organ vegetatif. Vanda wightii dipilih sebagai
outgroup yang menunjukkan struktur vegetatif
yang relatif sederhana yang dianggap plesiomorfik
(Gambar 4). Pola pengklasteran menggunakan
sekuen /TS menunjukkan bahwa anggrek
D. discolor Tanimbar menghasilkan tiga kelompok
utama yang terdiri atas seluruh kelompok genus
Dendrobium dan satu outgrup. ITS menunjukkan
kemampuannya untuk mendiskriminasi sampai
dengan tingkat spesies. Hasil pohon filogenetik
D. discolor Tanimbar menggunakan primer I7S
dibagi berdasarkan section. Anggota Genus
Dendrobium dibagi menjadi empat section yang
terdiri  atas  section  Spatulata, Latouria,
Calyptrochilus, dan Dendrocoryne (Gambar 5).

100

_n{:Qemmbm discolor Tanimbar|
Dendrobium nindii

Section Spatulata terdiri atas D. discolor

Tanimbar, D. nindii, D.taurinum, dan
D. canaliculatum (Burke et al. 2008). Section
Spatulata terdiri atas spesies yang tidak

terpengaruh oleh musim. Sebagian besar tumbuh
menjadi tanaman yang cukup besar dan kuat
dengan bunga yang bertahan lama di musim panas,
iklim hangat sepanjang tahun dengan intensitas
cahaya sedang hingga tinggi. Wilayah penyebaran
meliputi Indonesia, Filipina, Papua Nugini,
Australia sampai dengan Kepulauan Pasifik seperti
Solomon, Kaledonia, Fiji, dan Samoa (Cribb
1986). Section Latouria terdiri atas D. shiraishii,
D.  macrophyllum, D. amboinensis, dan
D. spectabile. Section Latouria memiliki karakter
mofologi pseudobulb besar dan kasar, bunga
majemuk tak berbatas (inflorescentia racemosa)
dengan tipe perbungaan terminal, tegak dan bunga
yang umumnya berwarna kuning kehijauan.
Distribusi geografis dari section Latouria antara
lain Indonesia (Papua), Papua Nugini, Kepulauan
Pasifik, dan Kepulauan Solomon (Cribb 1983).
Section  Dendrocoryne  terdiri  atas
D. kingianum dan D. speciosum mungkin bersifat
polifiletik, dengan spesies D. callitrophilum yang

o

berasal dari section Calyptrochilus  yang
menyebabkan spesies ini berada di clade yang
sama. Distribusi spesies berdasarkan letak

geografis dua section ini berada di Australia.
Section  Dendrocoryne berdasarkan karakter
morfologi memiliki pseudobulb yang berbentuk

42

Dendrobium taurinum

Dendrobium canaliculatum
— Dendrobium shiraishii

100 —— Dendrobium macrophylium

Dendrobium amboinense

___{: Dendrobium kingianum
3 Dendrobium speciosum

Dendrobium spectabile
Dendrobium callitrophilum

Gambar 5. Pohon filogenetik urutan gen /7S anggrek obat Dendrobium discolor Tanimbar,
Phylogenetic tree of ITS sequence of medicinal orchid Dendrobium discolor Tanimbar

Figure 5.
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gada). daun sub-apikal, bunga berumbai
perbungaan terminal yang menyerupai
puria (Blume) Schitr. Perbedaan nyata
w section terletak pada bunga yang lebih
lebih halus, berdaging lebih sedikit.
section Dendrocoryne sebagian besar
4 di Australia Timur, Pulau Lord Howe,
Baru, Fiji, dan Vanuatu (Burke et al.
. Renmanthera vietnamensis dipilih sebagai
karena memiliki karakter morfologi yang
dengan genus Dendrobium. Perbedaan ini
¢ pada percabangan batang dan diduga
' pamafiletik dengan spesies yang diuji
5).
Ketika  dilakukan  analisis  BLAST
can sekuen rbcL, tidak semua spesies
7 alisis menggur{akan sekuen /7S muncul,
w D nindii. Hal ini dikarenakan sekuen DNA
wadii yang tersedia di GenBank database
sekuen /TS, sedangkan sekuen gen rbcL
tersedia di  GenBank. Berdasarkan
@paran tersebut identifikasi secara molekular
D discolor Tanimbar menggunakan metede
wding DNA” dapat menjadi salah satu alat
¢ efekiif untuk mengkonfirmasi spesies
: obat D. discolor Tanimbar dalam
waman urutan sekuen famili Orchidaceae.
untuk identifikasi molekuler akan lebih
: apabila menggunakan kombinasi dua penanda
skuler, yaitu rbcL dan ITS. Hal tersebut sesuai
an pernyataan Fazekas et al. (2009) bahwa
is molekuler dengan DNA barcoding akan
efektif apabila menggunakan kombinasi
dari genom nukleus kedua parental yang
iskan dan genom plastid yang diwariskan
uniparent sebagai identifikasi spesies yang
rbel merupakan gen berasal dari genom
gnd, sedangkan /TS berasal dari genom nukleus.

SIMPULAN

Identifikasi secara molekuler mengguna-
wrutan gen /TS pada D. discolor Tanimbar
Wh spesifik dibandingkan dengan gen rbcL
sma adanya perbedaan basa nukleotida yang
stensi sebagai barcode spesifik. Oleh karena
identifikasi berdasarkan urutan gen /7S dapat
ekomendasikan sebagai penanda molekuler

Angerek Obat Dendrobiu ... Dian Al Ghifari Perwitasari, Siti Rohimah, Tri Ratnasari, Bambang Sugiharto, dan Mukhamad Su’udi

untuk spesies D. discolor Tanimbar. Cara
mendeteksi anggrek obat D. discolor —dengan
menggunakan barcoding DNA lebih akurat
sehingga dapat menjamin kebenaran dalam
menentukan bahan baku anggrek obat.
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Salah satu penyakit penting pada buah cabai besar (Capsicum annuum) ialah
antraknosa yang disebabkan oleh Colletotrichum capsici. Potensi ekstrak
dan minyak Curcuma sebagai anticendawan sudah banyak dilaporkan, tetapi
komponen nonatsirinya masih belum banyak diketahui. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui efektifitas senyawa nonatsiri dari rimpang
Curcuma longa, C. zedoaria, dan C. aeruginosa terhadap C. annuum.
Penelitian dilaksanakan sejak November 2014 sampai Mei 2015 di
Universitas Brawijaya. Senyawa nonatsiri diekstrak dengan cara merendam
rimpang Curcuma dalam metanol selanjutnya didistilasi menggunakan
rotary vacuum evaporator kemudian diidentifikasi menggunakan HPLC.
Pengujian efektivitas senyawa nonatsiri dari rimpang tiga spesies Curcuma
dilakukan secara in vitro dan in vivo. Perlakuan yang diuji adalah kombinasi
ketiga jenis rimpang dan enam konsentrasi senyawa nonatsiri (0 ppm, 4
ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, dan 12 ppm). Pengujian dirancang dengan
Rancangan Acak Lengkap Faktorial, 18 kombinasi perlakuan dan diulang
tiga kali. Hasil analisis HPLC menunjukkan ekstrak metanol ketiga jenis
rimpang Curcuma mengandung kurkumin dan desmethoxycurcumin dalam
jumlah yang beragam dan terbanyak ada di dalam ekstrak C. longa yaitu
13,792 ppm kurkumin dan 67,156 ppm desmethoxycurcumin. Berdasarkan
hasil uji in vitro, senyawa nonatsiri dari C. zedoaria paling efektif
menghambat pertumbuhan C. annuum dibandingkan dengan dua jenis
Curcuma lainnya yaitu pada 10 ppm dengan persentase penghambatan
81,53 %. Secara in vivo, senyawa nonatsiri C. zedoaria juga paling efektif
menghambat perkembangan gejala antraknosa. Senyawa nonatsiri ketiga
spesies Curcuma berpotensi dikembangkan sebagai fungisida nabati.

One of the important diseases on chili is anthracnose caused by
Colletotrichum capsici. Curcuma extracts and their essential oils were
known as antifungal, but nonessential compounds have not been widely
tested. This study aimed to assay the effectiveness of nonessential
compounds of Curcuma longa, C. zedoaria, and C. aeruginosa to C. annuum.
This study was conducted in November 2014 until Mei 2015 at Brawijaya
University. The nonessential compound was obtained by soaking rhizome of
C.longa, C. zedoaria, and C. aeruginosa in methanol, then distilled by
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using rotary vacuum evaporator. Nonessential chemical compunds were
identified by using HPLC. Effectiveness evaluation of nonessential
compounds from three species of Curcuma was done by in vitro and in vivo
test. Tested treatments were three species of Curcuma spp and 6
concentration levels of nonessential compounds (0 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8
ppm, 10 ppm, and 12 ppm). The xperiment was performed in Factorial
Complete Randomized Design, with 18 treatments combination, and
replicated three times. Results of HPLC analysis showed the rhizomes of the
three Curcuma species contained curcumin and desmethoxycurcumin in
various concentrations. The highest level was found in the C. longa extract
(13.792 ppm curcumin and 67.156 ppm desmethoxycurcumin). However, in
vitro test results showed nonessential compound of C. zedoaria was most
effective in inhibiting C. annuum growth. The 10 ppm concentration
inhibited 81.53 % of fungal growth. Further, the in vivo test, also indicated
the same, it’s most effective in hampering the growth of anthracnose
symptoms. Therefore, curcumin and desmethoxycurcumin from three

species of Curcuma have potential to be developed as botanical Jungicide.

PENDAHULUAN

Salah satu komoditas sayuran unggulan
Indonesia yang memiliki nilai ekonomi cukup
tinggi ialah cabai merah (Capsicum annuum). Pada
kurun waktu 2006-2015, produksi cabai merah
besar di Indonesia mengalami rata-rata
peningkatan 4,16 % per tahun, setara dengan
34.349 ton cabai besar per tahun (Kementerian

Perdagangan 2016). Konsumsi tahunan cabai =

merah besar selama 10 tahun (2006-2015) relatif
tidak banyak berubah, yaitu sekitar 1,38-1,65
kg/kapita/tahun (Pusat Data dan Sistem Informasi
2015). Namun, produksi cabai merah besar di
Indonesia berfluktuasi akibat berbagai hal, seperti
perubahan iklim, meningkatnya serangan OPT, dan
pengendalian OPT yang belum optimal. Salah satu
kendala yang dihadapi dalam budidaya cabai
merah ialah penyakit antraknosa yang disebabkan
oleh cendawan Colletotrichum capsici.

Penyakit antraknosa tergolong sangat
berbahaya karena mampu menggagalkan panen
hingga mencapai 100 %. Selama ini, pengendalian
penyakit antraknosa menggunakan fungisida
kimia, tetapi cara ini telah menyebabkan dampak
negatif terhadap kesehatan dan lingkungan, serta
menyebabkan resistensi patogen (Suhartono 2014;
Syahri 2017). Jenis-jenis bahan aktif fungisida
kimia yang digunakan untuk penyemprotan, antara
lain propineb, maneb, zineb, karbendazim,
mankozeb, benomil, dan kombinasinya. Oleh
karena itu, perlu adanya alternatif pengendalian
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yang lebih ramah lingkungan guna menggantikan
peranan fungisida kimia tersebut, antara lai
dengan pemanfaatan fungisida nabati.

Saat ini telah banyak peneliti
pengendalian cendawan patogen menggunak:
fungisida nabati. Salah satu tumbuhan yang dap
dijadikan sebagai fungisida nabati adalah
tumbuhan  genus  Curcuma  dari  famili
Zingiberaceae yang menghasilkan senyaw:
metabolit sekunder dan dapat digunakan sebagai
antimikroba dan fungisida alami (Kusbianto
2018).

Tanaman yang digunakan untuk ob
tradisional umumnya mengandung kompon
alami yang potensial menjadi antimikroba, sebagai
suatu alternatif yang efektif, murah, dan sebagai
agen antimikroba untuk perlakuan infeksi mikrob:
(Masih et al. 2014). Salah satu jenis Curcuma yan
umum digunakan ekstraknya untuk fungisi
nabati yaitu kunyit (Curcuma longa Linn. syn.
Curcuma domestica Val). Kunyit dan jeni
Curcuma lainnya mengandung minyak atsiri yan
memiliki ~sifat antimikroba. Kunyit sebag
anticendawan  terbukti mampu  menghamb
perkecambahan spora  Fusarium oxysporunm
Colletotrichum musae (Yendi dan Prasetyo 2015),
Rigidoporus microporus (Kusdiana et al. 2016),
Alternaria  solani, Aspergilus fumigatus,
Helminthosporium spp. (Masih et al. 2014).
Kandungan senyawa kunyit yang dipercaya dapa
mengendalikan  penyakit  adalah  senyawa
turmerone. Stangarlin ez al. (2011), menyatakan



kunyit 10 dan 15 % menghambat
muselium cendawan 4. solani sebesar
232 %, serta mengurangi sporulasi
ssar 71,7 dan 87 %. Tidak hanya
% Cwreuma lainnya juga mengandung
der yang memiliki fungsi yang
pertahanan terhadap patogen.

! iama tanaman jenis Curcuma adalah
= dan senyawa nonatsiri.

dari beberapa penelitian
bahwa senyawa metabolit sekunder
dalam spesies Curcuma dapat
pertumbuhan miselium cendawan,

man jenis Curcuma dapat dijadikan

penyakit tanaman yang
oleh cendawan. Senyawa metabolit
yang terkandung dalam Curcuma spp.

an sebagai senyawa atsiri (volatil)

gisiri (nonvolatil). Senyawa atsiri terdiri

- erone, turmerone, ar-curcumene,

a-phellandre, curlone, 1,8-cineole dan

es lainnya (Ferreira et al. 2013).

ane merupakan senyawa utama minyak®
yang terlibat dalam berbagai penghambatan

#eai aktivitas biologis patogen (Ferreira et al.

3\ Senyawa /,8-cineole dalam minyak atsiri

sedoaria  terbukti  mampu  menekan

ouhan C. capsici (Kumala et al. 2019).

itu, senyawa nonatsiri utama dalam

2 spp. adalah kurkuminoid yang terdiri dari

a senyawa turunan polifenol tidak beracun

kurkumin, bisdesmethoxycurcumin,

oxycurcumin (Dosoky dan Setzer 2018).

va kurkumin telah dilaporkan peranannya

antimikroba antara lain  sebagai

sndawan  terhadap  patogen  tanaman

pthora infestans, Puccinia recondita, Botrytis

#a. Fusarium solani, dan Helminthosporium

(Zorofchian et al. 2014). Namun,

gunaan senyawa nonatsiri Curcuma spp.
Wadap patogen C. annuum masih sangat jarang

can.

- :-Il:

Banyak penelitian yang menjelaskan
uh ekstrak Curcuma dan minyak atsiri untuk
sndalian cendawan patogen. Namun, belum
penelitian tentang pemanfaatan senyawa
1 dari Curcuma sebagai anticendawan.
Sitian bertujuan untuk mengevaluasi potensi
a nonatsiri dari tiga spesies Curcuma, yaitu
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C. longa , C. zedoaria, dan C. aeruginosa terhadap
penekanan penyakit antraknosa Colletotrichum
capsici pada buah cabai merah.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilaksanakan sejak November
2014 sampai Mei 2015 di Laboratorium Mikologi
dan Toksikologi Pestisida, Jurusan Hama dan
Penyakit Tumbuhan (HPT), Fakultas Pertanian,
Universitas ~ Brawijaya, dan Laboratorium
Biomedik Fakultas Kedokteran, Universitas
Brawijaya. Bahan yang digunakan untuk penelitian
yaitu buah cabai merah besar, senyawa nonatsiri
tiga spesies Curcuma yaitu C. longa sensu Val,
C. zedoaria (Berg.) Roscoe dan C. aeruginosa
Roxb yang diperoleh dari Kebun Raya Purwodadi,
Pasuruan dan telah diidentifikasi oleh Balai
Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi.

Isolasi cendawan C. capsici

Isolat cendawan C. capsici berasal dari
buah cabai merah yang terinfeksi penyakit
antraknosa dari lahan budidaya cabai merah di
Desa Junrejo, Batu, Malang. Isolasi C. capsici
dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan oleh
Nugraheni et al. (2014) dan Sudirga (2016).

Ekstraksi senyawa nonatsiri dari rimpang

Ekstraksi  senyawa  nonatsiri  pada
penelitian ini mengacu pada metode ekstraksi yang
dilakukan  oleh Mashita (2017) dengan
menggunakan pelarut metanol dan dimodifikasi
dengan metode Jansirani et al. (2014) dan
Sahne et al. (2016) untuk mendapatkan senyawa
nonatsiri yang diharapkan yaitu kurkuminoid.
Selanjutnya dilakukan analisa dengan
menggunakan alat HPLC di Laboratorium
Biomedik, Fakultas Kedokteran, Universitas
Brawijaya. Senyawa nonatsiri yang telah diperoleh
kemudian disimpan dalam botol kaca gelap.

Analisis  kandungan
menggunakan HPLC

senyawa  nonatsiri

Analisis senyawa kimia utama dari ekstrak
kental metanol rimpang Curcuma dilakukan
dengan menggunakan alat High Performance
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Liquid Chromatography (HPLC) mengacu pada

Gugulothu  dan  Patravale  (2012)  serta
Kumudhavalli MV (2011).
Pengujian aktivitas anticendawan senyawa

nonatsiri Curcuma

Senyawa nonatsiri dari ekstrak kental
metanol rimpang Curcuma diencerkan
menggunakan  pelarut metanol  kemudian
dimasukkan ke dalam medium PDA sehingga
diperoleh konsentrasi akhir 0 ppm, 4 ppm, 6 ppm,
8 ppm, 10 ppm, dan 12 ppm. Selanjutnya, medium
PDA yang telah mengandung senyawa nonatsiri
dituang ke dalam cawan petri steril. Setiap
perlakuan diulang tiga kali.

Koloni berupa potongan miselia dari kultur
C. capsici yang berumur 14 hari pada media PDA
diambil menggunakan cork borrer kemudian
diletakkan di bagian tengah cawan petri yang telah
berisi media PDA yang telah diperlakukan dengan
senyawa nonatsiri rimpang Curcuma. Media PDA
tanpa mengandung senyawa nonatsiri digunakan
sebagai kontrol. Kultur C. capsici diinkubasikan
pada suhu 25 °C. Pengamatan diameter
pertumbuhan C. capsici dilakukan setiap hari
hingga koloni cendawan pada cawan petri,.
perlakuan kontrol penuh.

Pengaruh senyawa nonatsiri terhadap gejala
penyakit antraknosa pada buah cabai merah

Buah cabai merah yang sehat disterilkan
terlebih dahulu dengan cara dicuci menggunakan
sabun, disemprot alkohol 70 % dan direndam di
dalam akuades steril. Selanjutnya, buah cabai
merah tersebut ditiriskan terlebih dahulu sebelum
direndam ke dalam larutan senyawa nonatsiri
selama 5 menit sesuai perlakuan. Kemudian, buah
cabai merah dikeringanginkan selama 12 jam pada
kotak atau wadah terbuka. Buah cabai merah
tersebut  selanjutnya  ditusuk  di  bagian
permukaannya dan ditetesi dengan suspensi
konidia inokulum C. capsici.

Pengujian secara in vitro dan in vivo
menggunakan Rancangan Acak Lengkap Faktorial
(RALF) 18 perlakuan dengan masing-masing
perlakuan diulang sebanyak tiga kali, terdiri dari
dua faktor. Faktor pertama adalah perlakuan
senyawa nonatsiri dari tiga spesies Curcuma
(C. longa, C. zedoaria, dan C. aeruginosa) dan
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faktor kedua yaitu perlakuan konsentrasi s
nonatsiri (0 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, |
dan 12 ppm).

Diameter pertumbuhan koloni Colletoi
capsici secara in vitro dan in vivo

Daya hambat senyawa nonatsi
spesies Curcuma terhadap pertumbuhan ce;
C. capsici dihitung berdasarkan hasil peng
diameter koloni cendawan di cawan petri (i
dan diameter panjang gejala penyakit ant
yang mucul di buah cabai merah (in vivo)
rumus :

dl +d2
D= %
2
Keterangan/Note :
D = diameter koloni cendawan/fungi colony diar
dl = diameter vertikal koloni cendawan dan ats

antraknosa yang diamati/vertical diameter
colony and/or observed anthracnose sympto

d2 = diameter horizontal koloni cendawan d
gejala antraknosa yang diamati/ horizontal
of fungi colony and/or observed antl
symptoms.

Berat kering biomassa miselium Colletrot
capsici

Penimbangan berat kering mi
dilakukan sesuai dengan metode Sulistyani
dan Suprihadi (2017) serta Wulansari et al. (
Pengukuran berat kering (biomassa) mi
cendawan digunakan untuk mengetahui be
hambatan pertumbuhan cendawan C. capsi
senyawa nonatsiri Curcuma melalui bokt
Formula penghitungan bobot kering (bior
sebagai berikut :

M =ml-m0
Keterangan/Note :
M = massa miselium C. capsici/mass of C.
mycelium.
m0 = bobot kertas saring kosong/weight of empi
paper.
ml = bobot kertas saring + miselia C. capsici/we

filter paper + C. capsici mycelium.
Analisis data

Data yang diperoleh diuji d
menggunakan uji F taraf 5% dan apabila
pengujian  sidik ragam diperoleh pen
perlakuan berbeda nyata, maka dilanjutkan d
Uji Duncan Multiple Range Test 0,05 (D
0,05).



DAN PEMBAHASAN
2N senyawa nonatsiri

Senyawa nonatsiri, khususnya
moid, yang terdeteksi di dalam ekstrak
nmpang C. longa, C. zedoaria dan C.
adalah kurkumin dan
yeurcumin - (Tabel 1). Kandungan
demethoxycurcumin di dalam ketiga jenis
lebih tinggi dibandingkan dengan
Namun, kadar senyawa kurkumin dan

rcumin  tertinggi diperoleh dari
longa, yaitu masing-masing 13,79 ppm
16 ppm. Kedua senyawa tersebut dapat
an  bukan sebagai senyawa atsiri
wkan perbedaan dalam metode ekstraksinya.
atsiri (minyak atsiri) dari bahan yang
gmah dilakukan oleh Kumala et al. (2019)
metode penyulingan. Sementara itu,

nonatsiri  kurkuminoid  didapatkan
gkan metode Jansirani et al. (2014) dan
al. (2016) yang dimodifikasi. Kedua
monatsiri ini sering dimanfaatkan dalam”
farmakologi  sebagai  antioksidan,
si, antibakteri dan antikarsinogenik
al. 2018) serta anticendawan (Diastuti
19). Kandungan kurkumin ketiga spesies
lebih rendah dibandingkan kandungan
: rcumin. Semakin lama waktu
# maka kadar kurkumin semakin kecil
kumin hanya dapat terekstrak pada tahap
aksi sehingga selanjutnya yang muncul
awa lain (Sembiring et al. 2006). Oleh

perlu diuji lebih lanjut pengaruh
8 proses distilasi senyawa nonatsiri kurang
S jJam, seperti yang dilakukan pada percobaan

Kandungan kurkuminoid pada tiga spesies
Curcuma berdasarkan hasil analisis HPLC.
Content of curcuminoids on three Curcuma
species based on HPLC analysis.

Kandungan (ppm)
Kurkumin Desmethoxycurcumin
13,79 67,16
0,61 13,62
0,20 3222
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Diameter pertumbuhan cendawan C. capsici
secara in vitro

Penghambatan pertumbuhan cendawan
C. capsici dapat dilihat dari dua keadaan, yaitu
diameter  pertumbuhan yang  menandakan
cendawan tidak mampu tumbuh dan ketebalan
koloni yang berhubungan dengan kemampuan
bersporulasi. Hasil analisis menunjukkan terdapat
interaksi yang nyata antara perlakuan jenis
senyawa nonatsiri dari tiga spesies Curcuma
dengan konsentrasi bahan terhadap diameter
pertumbuhan C. capsici (Tabel 2). Demikian juga
masing-masing perlakuan menunjukkan pengaruh
yang nyata. Hasil terbaik yang didapatkan adalah
kombinasi senyawa nonatsiri C. zedoaria pada
konsentrasi 10 ppm meskipun tidak berbeda nyata
dengan perlakuan konsentrasi 4 ppm, 6 ppm, 8
ppm, dan 12 ppm. Semakin tinggi konsentrasi yang
diberikan, ada  kecenderungan  diameter
pertumbuhan yang semakin kecil. Hasil penelitian
tersebut selaras dengan hasil penelitian Cigiong er
al. (2018) bahwa ekstrak alkohol Curcuma dapat
menekan pertumbuhan cendawan patogen, seperti
Alternaria alternate, Botrytis cinerea,
Cladosporium cladosporioides, C. higginsianum,
Fusarium  chlamydosporum, F.  culmorum,
F. graminearum, F. tricinctum, F. oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, dan Rhizopus oryzae.
Penghambatan pertumbuhan cendawan C. capsici
dapat disebabkan oleh metabolit sekunder yang
terkandung di dalam senyawa nonatsiri Curcuma.
Penelitian Yoon ef al. (2013) menunjukkan bahwa
tiga jenis kurkuminoid, yaitu kurkumin,
desmethoxycurcumin, dan bisdemethoxycurcumin
yang diperoleh dari ekstrak metanol rimpang
C. longa bersifat sebagai anticendawan. Di antara
ketiga jenis kurkuminoid tersebut,
desmethoxycurcumin merupakan senyawa yang
paling aktif dalam mengendalikan penyakit blast
pada padi dan layu pada tomat. Selain itu,

kurkuminoid terutama jenis
bisdemethoxycurcumin, dapat menghambat
pertumbuhan spora Colletotrichum cocodes.
Desmethoxycurcumin merupakan kurkuminoid

yang paling efektif dalam menekan antraknosa
pada bawang merah yang disebabkan oleh
C. cocodes (Yoon et al. 2013).
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Cendawan C. capsici pada medium PDA
yang diberi perlakuan jenis dan konsentrasi
senyawa nonatsiri  tiga spesies Curcuma
menunjukkan diameter pertumbuhan yang lebih
lambat dibandingkan kontrol (Gambar 1). Secara

(Anella Retna Kumala Sari, Firdaus Auliya Rahmah, dan Syamsuddin Djauhari)

visual, pengaruh perlakuan tidak berbeda sa
sama lainnya, sehingga senyawa nonatsiri
ketiga spesies Curcuma tersebut mempuny.
aktivitas anticendawan dan berpotensi un
dikembangkan sebagai fungisida nabati.

Tabel 2. Rata-rata diameter pertumbuhan koloni cendawan Colletotrichum capsici pada interaksi senya
nonatsiri tiga spesies rimpang Curcuma dengan berbagai konsentrasi pada uji in vitro metode perac
makanan 14 hari setelah inokulasi.

Table 2. Colony diameter average of Colletotrichum capsici due to the interaction of nonessential compoun
three Curcuma species with various concentration by in vitro test of poisoning food at the 14" day aj
inoculation.

Konsentrasi Diameter pertumbuhan cendawan (cm)
(ppm) C. longa C. zedoaria C. aeruginosa Rata-rata
0 (kontrol) 2,13'e 290 f 2,13 e 2,39
+ 1,90 cde 0,70 a 1,90 cde 1,50
6 1,98 de 0,62 a 1,77 cde 1,46
8 1,40 be 0,55a 1,45 bed 113
10 0,78 a 0,50 a 0,97 ab 0,75
12 0,58 a 0,57 a 0,58 a 0,58
Rata-rata 1,46 0,97 1,47 (+)
KK/CV (%) 23
Keterangan/Note :

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada uji Duncan 0,05/Numbers followed by the same letters

not significantly different at DMRT (.05

Tanda (+) berarti ada interaksi nyata perlakuan dari kedua factor/(+) indicated significant interaction between two factors.

Keterangan/Note :
Cl1=C. longa ; C2= C. zedoaria ; C3= C. aeruginosa

Kontrol/Control = 0 ppm ; K1=4 ppm ; K2= 6 ppm ; K3=8 ppm ; K4= 10 ppm ; K5= 12 ppm

Gambar 1. Pertumbuhan cendawan Colletotrichum capsici pada medium PDA yang mengandung senyawa non

pada 14 hari setelah inokulasi.
Figure 1.
day after inoculation.
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Growth of Colletotrichum capsici fungi on the PDA media contained nonessential oil compound at the I



Buletin Penelitian Tanaman Rempah dan Obat, Vol. 31 No. 1, 2020 : 21 -30

akit antraknosa pada buah cabai

analisis menunjukkan terdapat
e nyata dari kedua perlakuan terhadap
pang gejala antraknosa (C. capsici)
~cabai merah (Tabel 3). Konsentrasi
'2 ppm dari ketiga spesies rimpang
injukkan keefektifan yang berbeda
= perlakuan konsentrasi 0 ppm

ya anticendawan dari C. longa yang
r dengan hasil penelitian yang
h Gupta ef al. (2017), bahwa ekstrak
mampu menghambat pertumbuhan
: Fusarium  oxysporum. Mekanisme
endawan dari ketiga spesies rimpang yang
» diduga berkaitan dengan gangguan sintesis
2 dan enzim pada cendawan ( Cigiong et al.
%) atau fungsi kerja membran dan organel sel,
- mitokondria (Freiesleben dan Jager 2014).
Sman lebih lanjut perlu dilakukan untuk
hui pengaruh tidak langsung dari senyawa
ari dari ketiga spesies rimpang Curcuma
2p peningkatan ketahanan tanaman. Alsahli
. 12015) menyatakan bahwa ekstrak C. longa
menginduksi ketahanan tanaman bunga
1 terhadap Fusarium solani, sedangkan
C. xanthorrhiza dapat menginduksi
an tanaman jahe terhadap serangan

Ralstonia solanacearum (Hartati 2015).

Bobot kering miselium

Kombinasi perlakuan senyawa nonatsiri
tiga spesies Curcuma dengan enam konsentrasi
yang diujikan menunjukkan interaksi yang nyata
pada parameter bobot kering miselium (Tabel 4).
Kombinasi  perlakuan  senyawa  nonatsiri
C. zedoaria pada konsentrasi 4-12 ppm merupakan
kombinasi perlakuan terbaik yang menghasilkan
bobot kering miselium 0 mg. Kurkuminoid yang
terkandung dalam ekstrak kental metanol tiga
spesies rimpang Curcuma tersebut tergolong dalam
senyawa flavonoid. Senyawa tersebut diketahui
mampu menghambat proses pembentukan dinding
sel cendawan, mendenaturasi protein dan
menyebabkan kerusakan membran sel yang dapat
meningkatkan  permeabilitas  sel  sehingga
mengakibatkan  kerusakan  sel  cendawan.
Denaturasi protein menyebabkan enzim tidak dapat
bekerja optimal sehingga menganggu metabolisme
dan proses penyerapan nutrisi oleh cendawan
(Diana et al. 2014).

Hasil penelitian mengindikasikan bahwa
senyawa nonatsiri ekstrak metanol rimpang dari
C. longa, C. zedoaria, dan C. aeruginosa
berpotensi untuk dikembangkan sebagai fungisida
nabati untuk mengendalikan C. capsici penyebab
penyakit antraknosa pada buah cabai.

Penekanan perkembangan gejala penyakit antraknosa pada buah cabai besar pada interaksi perlakuan
senyawa nonatsiri tiga spesies rimpang Curcuma dengan berbagai konsentrasi pada 14 hari setelah inokulasi.
Suppression of anthracnose symptoms development on red chilli due to the interaction of nonessential
compound of three species of Curcuma rhizome with various concentration at the 14" day afer inoculation.

Konsentrasi

Panjang gejala antraknosa (cm)

® mot significantly different at DMRT 0.05.

(ppm C. longa C. zedoaria C. aeruginosa Bataxets

0 (kontrol) 1,44 g 1,LI0f 0,80 de 1,11

4 0,67 cde 0,88 e 0,78 de 0,78

6 0,85¢ 0,00 a 0,54 be 0,46

8 0,60 bed 0,00 a 0,51 be 0,37

10 045b 0,00 a 0,49 be 0,31

12 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00

Rata-rata 0,67 0,33 0,52 (+)
KK/CV (%) 22

agan/Note : 22

=-angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada uji Duncan 0,05/Numbers followed by the same letters

(+) berarti ada interaksi nyata perlakuan dari kedua factor/(+) indicated significant interaction between two factors.
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Tabel 4. Bobot kering miselium cendawan Colletotrichum capsici pada medium PDA yang mengandung senyawa
nonatsiri tiga spesies rimpang Curcuma dengan berbagai konsentrasi pada 14 hari setelah inokulasi.

Table 4. Dry weight of Colletotrichum capsici mycelium in PDA media contained non essential compound of three
species of Curcuma rhizome with various concentration at the 14" day after inoculation.

Konsentrasi Berat kering miselium (mg) Rat
: - a-rata
(ppm) C. longa C. zedoaria C. aeruginosa
0 (kontrol) 388,10 g 364,23 f 39797 g 383.43
4 80,53 be 0,00 a 69,00 b 49,84
6 95,46 cd 0,00 a 105,57 d 67,01
8 14330 ¢ 0,00 a 112,23 d 85,17
10 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00
12 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 |
Rata-rata 117,90 60,71 114,13 ) |
KK/CV (%) 12 N
Keterangan/Note :

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama, tidak berbeda nyata pada uji Duncan 0,05/Numbers followed by the same Iemﬂ
|

were not significantly different at DMRT 0.05.

Tanda (+) berarti ada interaksi nyata perlakuan dari kedua factor/(+) indicated significant interaction between two factors.

KESIMPULAN

Senyawa nonatsiri yang berasal dari
ekstrak metanol rimpang C. longa, C. zedoaria dan
C. aeruginosa mampu menghambat pertumbuhan
dan perkembangan C. capsici baik secara in vitro
maupun in vivo. Senyawa nonatsiri dari ekstrak
metanol rimpang C. zedoaria paling efektif
menekan pertumbuhan C. capsici baik secard
in vitro maupun in vivo. Kurkumin dan
desmethoxycurcumin merupakan senyawa utama
nonatsiri yang terkandung di dalam rimpang
C. longa, C. zedoaria dan C. aeruginosa .
Diperlukan  penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui keefektifan senyawa nonatsiri dari tiga
spesies Curcuma yang diuji terhadap C. capsici
pada percobaan skala lapangan, serta mempelajari
mekanisme penghambatannya.
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ACTIVITY OF PARIJOTO FRUIT EXTRACT (Medinilla speciosa B.)
FOR REDUCING BLOOD GLUCOSE

Vitro Penurun Gula Darah dari Ekstrak Buah Parijoto (Medinilla speciosa B.)

Rissa Laila Vifta'”, Wilantika?, dan Yustisia Dian Advistasari?

D Universitas Ngudi Waluyo
Jalan Diponegoro No. 186, Ungaran Timur, 50519
2 STIFAR “Yayasan Pharmasi” Semarang
Jalan Sarwo Edie Wibowo, Plamongansari, 50199

ABSTRACT/ABSTRAK

Diabetes mellitus is one of the highest causes of death in the world, with
symptoms of increased blood glucose levels (hyperglycemia). One of the
efforts made as a treatment and prevention of DM is through
complementary therapy using natural ingredients. Parijoto fruit (Medinilla
speciosa) contains flavonoid compounds potential to reduce glucose levels.
The study aimed to analyze the effectiveness of ethanol extracts and its
fractions of parijoto fruit (EEBP) to decrease glucose levels in vitro. The
study was conducted at the Ngudi Waluyo University Laboratory in April to
August 2018. Identification and screening of flavonoid compounds from
ethanol extracts and its fractions of parijoto fruit were performed
qualitatively and by thin-layer chromatography (TLC). In vitro testing for
antidiabetic activity of EEBP was performed with non-enzymatic reaction
by Nelson Somogyi method (ethanol extract and its fractions). Experiment
was arranged in a randomized block design, with 12 treatments and three
ia; replications. The concentrations of parijoto fruit tested were 10 ppm, 20
Nelson- ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm, and 60 ppm. The results of qualitative
identification and TLC showed that the ethanol extract and its fraction of
EEBP contained flavonoid compounds. At a concentration of 30 ppm,
EEBP was able to reduce glucose levels by 42.43 %, while the ethanol
fraction decreased glucose levels by 83.38 %. The results showed parijoto
fruit ethanol extract and its fractions were sources of antidiabetic. Hence its
pharmacologically effect was necessary to be further studied.

Penyakit diabetes melitus (DM) merupakan salah satu penyebab kematian
tertinggi di dunia dengan gejala peningkatan kadar glukosa (hiperglikemia)
dalam darah. Salah satu upaya yang dilakukan sebagai pengobatan dan
pencegahan DM adalah melalui terapi komplemeter menggunakan bahan
alam. Buah parijoto (Medinilla speciosa) mengandung senyawa flavonoid
vang berpotensi dalam menurunkan kadar glukosa. Tujuan penelitian
adalah menganalisis keefektifan ekstrak dan fraksi etanol buah parijoto
(EEBP) terhadap penurunan kadar glukosa secara in vitro. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Universitas Ngudi Waluyo sejak April
sampai Agustus 2018. Identifikasi dan skrining senyawa flavonoid dari
ekstrak dan fraksi etanol buah parijoto dilakukan secara kualitatif dan
kromatografi lapis tipis (KLT). Aktifitas antidiabetes EEBP diuji secara in
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vitro dengan metode non-enzimatis Nelson-Somogyi (ekstraksi dan fra
etanol) menggunakan rancangan acak kelompok, 12 perlakuan dengan ti
ulangan. Konsentrasi buah parijoto yang diuji adalah 10 ppm, 20 ppm, 3
ppm, 40 ppm, 50 ppm, dan 60 ppm. Hasil identifikasi kualitatif dan KL
menunjukkan bahwa ekstrak dan fraksi etanol EEBP mengandung senya
flavonoid. Pada konsentrasi 30 ppm, EEBP mampu menurunkan kad
glukosa sebesar 42,43 %, sedangkan fraksi etanolnya menurunkan kad
glukosa 83,38 %. Penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak dan fra
etanol buah parijoto berpotensi sebagai sumber antidiabetes, namun per
diteliti lebih lanjut secara farmakologis.

INTRODUCTION

Diabetes (DM) is a long-term dysfunction
in the body's organs, especially concerning the
function of the kidneys, eyes, nerves, heart, and
blood vessels (American Diabetes Association
2014). The epidemiological studies showed that
the main factor causing DM was increasing blood
glucose levels or hyperglycemia (Jakus &
Rietbrock 2004; Prashanto K. Das et al. 2011). The
prevalence of DM tends to increase every year in
both productive and non-productive ages
(Shaw et al. 2010). In 2018, the prevalence of DM
sufferers between the ages of 35-44 years was
1.1 %, 45-54 years was 3.9 %, and it increased by
6.4 % at the age of 55-64 years (RISKESDAS
2018). The effort to prevent DM is by reducing the
prevalence rate. Early prevention can be done by
always maintaining the consistency of the pattern
and quality of food. The use of oral drugs does not
always have a positive impact on DM treatment.
Oral medication use often has side effects that lead
to other symptoms causing complications (Fadillah
2014; Fatimah 2015).

The use of natural ingredients as traditional
medicine is one alternative treatment for DM.
Phenolic and flavonoid compound content in most
natural ingredients has the potential as antidiabetic
by decreasing glucose index (Rao et al. 2010).
Plant belongs to Medinilla genus, which reported
to have secondary metabolite compounds as
antidiabetic, is Medinilla speciosa B, known as
parijoto fruit. Parijoto fruit harvested at one-
month-old has the highest content of phenolic
compounds and antioxidant activity compared to
two and three months old (Ameliawati 2018).
Moreover, the methanol extract of parijoto fruit
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reported to contains flavonoid compoun
(Tussanti dan Johan 2014); (Sa’Adah ef al. 2018
Flavonoid compounds can reduce glucose levels i
vitro by binding the —OH group to glucose.
remaining glucose that did not bind the -O.
groups can be observed spectrophotometric
visible by the Nelson-Somogyi method (Somo
1951; Razak et al. 2012).

The activity of active compounds of
natural substance could increase through
fractionation process based on the compoun
nature. Fractionation aims at extracting the desi
compound, eliminating other compounds
interfere with, and concentrating the content
compound. Several studies have shown that
fractionation process can improve the functio
specifications of a secondary metabolite compo
in natural substances (Sasidharan et al. 2011).
purpose of this study was to analyze
effectiveness of ethanol extracts and its fractions
parijoto fruit to decrease glucose levels in vitro.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted from April
August 2018 at the Phytochemical Laboratory fi
the extraction and fractionation of parijoto
The reduction of glucose levels in vitro analyz
with a non-enzymatic method using the Nelso
Somogyi procedure at the Instrument Laborato:
of Ngudi Waluyo University. The experim
arranged in a randomized block design (RBD),
treatments, and three replications. The treatme
tested were six concentrations (10 ppm, 20 pp
30 ppm, 40 ppm, 50 ppm, and 60 ppm) of b
ethanolic extract and its fraction of parijoto fruits.



Swit (Medinilla speciosa B.)
soior and sour taste collected from
o Village, Dawe District, Kudus
® Java. Three kilograms of the
@ from dirt and debris, washed
=, and then air-dried. The fruits
o quicken the drying process.
ground and sieved using a 60
s 2 homogeneous powder.

was performed using the
with 96% technical grade
{Azwanida 2015). The dried
fruits were macerated with
wo days and remacerated for 24
method. The resulting extract
=d with a rotary evaporator (RE
e the viscous extract. The
extract was assumed to contain

» fruit ethanol extract (10 g
. Sactionated using liquid-liquid
The first stage of the fractionation
#-hexane solvent, followed by ethyl
S last was by ethanol 96 % (1:10).
mse was taken and evaporated with a
until a viscous phase was
stion was the result of the extract
polar solvents (ethanol) to get

sening and identification of

identification of active

was analyzed by thin-layer
(TLC) to screen the
characteristics of secondary

such as flavonoid, saponins, tannins,
following (Sheela 2011) method.
ification used the mobife phase or’
etic acid, and distilled water (3: 1: 1)
phase of silica gel GF2ss. The
initiated with the saturation of the

semi-polar and non-polar®
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mobile phase in the vessel or chamber to obtain
atmospheric homogeneity to minimize the
evaporation of solvents from the TLC plate
(stationary phase) during development. It aimed to
separate the spot entirely (Gwatidzo er al. 2018;
Bhawani et al. 2010). The TLC process was
continued by spotting the ethanol extract of the
parijoto fruit onto a silica plate and developed in a
vessel that contained a mobile phase. The spot
appearance to confirm the presence of flavonoid
compound was examined using ammonia vapor to
provide alkaline condition (Mu’awwanah & Ulfah
2015).

In vitro glucose reduction test

The effect of ethanol extract and
fractionation of the parijoto fruit in reducing
glucose levels in vitro was examined following
Nelson-Somogyi method (Somogyi 1951) using D-
glucose. The principle of the Nelson-Somogyi’s
operation was that the flavonoid compounds in the
extract and ethanol fraction of the parijoto fruit
would bind glucose and form a flavonoid-glucose
complex bond. In contrast, the remaining glucose,
which is not bound by flavonoids, will be reduced
and bound by arsenic-molybdate compounds in the
Nelson-Somogyi solution. Thus, a UV-Vis
spectrophotometer can read the colored mixture.
The smaller the remaining glucose that was not
bound by flavonoids, the higher the ability of these
compounds to reduce glucose levels.

The first step in the glucose reduction
testing was determining the maximum wavelength
in the range of 700-780 nm and proceed with
determining operating time. The research was
arranged in a complete randomized block
designed, repeated three times. The parijoto fruit
ethanol extract and its fractions were formulated
with a series of concentrations of 10 ppm, 20 ppm,
30 ppm, 40 ppm, 50 ppm, and 60 ppm. A standard
glucose solution of 80 ppm was added to the series
ethanol extract concentration and its fraction of
parijoto fruit. Thereafter, Nelson reagent and
arsenic-mofybdate were added to form a compiex
colored solution. Data analysis used the following
equation :
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Initial level — Final level

Percentage of glucose reduction =
early content

Note/Keterangan :

Initial level/level awal = standard glucose level/level glukosa
standar.

Final levels/level akhir = levels after addition of ethanol
extracts and its fractions of the parijoto fruit/level glukosa
setelah penambahan ekstrak dan fraksi etanol buah parijoto.

Data analysis

The data were analyzed using analysis of
variant and tested further with Tukey (HSD) at 5%
if there were significant differences.

RESULTS AND DISCUSSION
Parijoto fruit extraction and fractionation

The yield of parijoto ethanol extract was
8.66%. This yield was higher than the results of
maceration using methanol conducted by (Sa’adah
et al. 2017; Sa’adah et al. 2018). 1t was likely due
to the 96% ethanol solvent being able to attract
more active compounds present in the extract of
the parijoto fruit. (Arifianti et al. 2014) suggested
the ideal solvent in the maceration process was
alcohol or a mixture of lye and water. The ethanol-
water mixture ratio of 7: 3 was more suitable for
the extraction of roots, stems, or wood plant
materials. However, the alkaline-water mixture
(1: 1) was more appropriate for removing
chlorophyll, resin, and polymer. The yield of the
parijoto fruit extract fraction was 42.91 %.
Fractionation with ethanol solvents was expected
to increase the flavonoid content.

Qualitative screening and identification of
flavonoids

Phytochemical screening results of fruit
extract and ethanol fraction of parijoto fruit
showed the presence of flavonoid, saponins,
tannins, and alkaloids (Table 1). Based on the
results of the analysis using the Wilstater method,
the flavonoid compounds in the sample were
identified as orange after the addition of Mg and
HCI powders. It occurred because Mg and HCI
powders reduced the benzopiron nucleus contained
in the flavonoid structure, resulted in color change
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Table 1. The result of phytochemical-qualitati
screening of ethanol extract and its fracti
of parijoto fruit.

Tabel 1. Hasil skrining fitokimia ekstrak dan fra
etanol buah parijoto secara kualitatif.

: g % Result
coﬁjﬂ?n d Ide::lt:glc:;mn Ethanolic Ethano
extract fractio!

Flavonoid Wilsttater ek +

Cyanidin test
Saponin Forth test T+ e

Tannin Ferric chloride + i

test

Alkaloid Dragendroff’s + +

reagent

Note/Keterangan :

+ (positive reaction/reaksi positif).

into orange (Sheela 2011). These results confi
the flavonoid presence in the ethanol extract and
fraction of parijoto fruits.

The presence of flavonoids in the eth
extract and its fraction of parijoto fruit was
confirmed by TLC analysis (Table 2). The
separation on the ethanol extract and fracti
showed the presence of brown spots when expo
to UV254, indicated the presence of flavono
After being evaporated with ammonia,
flavonoid compounds appear to be a greeni
yellow color, as reported by (Mu’awwanah
Ulfah 2015). Gwatidzo et al. (2018), also
that the presence of flavonoids in natural mat
samples was marked in yellow, blue, or green,
gave a more intense yellow color after
ammonia vaporization. These results indicated
the ethanol extract and its fraction of parijoto
contained flavonoid compounds potential to re
glucose levels.

In vitro glucose reduction test

Testing of glucose reducing activity
ethanol extract and its fraction of parijoto fru
based on the Nelson-Somogyi method sho
positive results, as indicated by the formation
gluconic acid compounds (Figures 1 and 2).
advantages of using the Nelson-Somogyi me
to measure the glucose level were its selectiven
and control easiness during measurement
et al. 2012). Gluconic acid formation indicai



The Nelson reagent

B containing copper)
uce gluconic acid and
actenized by the presence
{Figure 1). The formed
seacted with arsenic-
per (1) compound and a
complex (Figure 2).
color produced was
of glucose contained in
. the samples could be

spectrophotometer at a
% nm (Al-Kayyis &

ethanol extracts of

glucose levels 4243 +
e 3). However, its ethanol
Sscose 83.38 £ 0.42% than

¢ (TLC).
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the ethanol extract, because the fraction has
different polar nature (Table 3). Therefore, the
flavonoid compounds in the fraction were more
active in lowering glucose. The solvents in the
fractionation process can increase the distribution
of the separation of phenolic compounds and
natural flavonoids (Irawaty ef al. 2014; Wijaya et
al. 2017).

Flavonoid compounds contained in ethanol
extracts and its fractions of parijoto fruit were
proven to reduce glucose levels. In vitro
experiment showed flavonoid compounds could
bind the ~OH group to glucose hence decreasing
glucose levels (Razak er al. 2012; Al-Kayyis &
Susanti 2016). Flavonoid possessed a free —OH
(hydroxy) group that might be bound to glucose to
form a glucose-flavonoid complex. The reaction
between the —OH group in flavonoids and glucose

o Savonoid compound on the ethanol extract and its fraction of parijoto fruit by using a thin

favonoid ekstrak dan fraksi etanol buah parijoto dengan metode kromatografi lapis

VIO 42' SE ASO42’

BN - AOH ——

07024.sH,O0 + 3H,S04
—_—

[AsM0204]* + 4Cu,0 — [AsMo01204]% + 8Cu?*

Standard Ethanolic extract Ethanolic fraction
Brown Brown Brown
Greenish yellow Greenish yellow Greenish yellow
COOH
H——C—0H

H——C——OH + Cu,O ‘ + 2H,O

HO——C——H Red
H——C——OH
CH,OH

Gluconic acid

=1 The reaction between Nelson reagent and glucose formed cupro-oxide.
. Reaksi antara pereaksi Nelson dan glukosa membentuk kupri-oksida.

— 7H;Mo0s + 3(NH4),S04

[ASM012040]4'

Figure 2. The formation of molybdate and cupric (Cu®*) complex.
Gambar 2. Pembentukan kompleks molybdate dan tembaga (Cu?*).
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Table 3.  Glucose levels decrease due to the addition of ethanolic extract and its fraction of parijoto fruit at seve
concentrations.
Tabel 3.  Penurunan glukosa dengan penambahan ekstrak dan fraksi etanol buah parijoto pada beberapa konsentr

Treatmeits Concentration Glucose level decrease percentage
(ppm) (%)
Ethanolic extract of parijoto fruit 10 21.50+0.39°
20 37.62+0.61¢
30 42.43+0.64¢
40 18.29+0.41°
50 9.01+0.57°
60 7.95+0.71°
Ethanolic fraction of parijoto fruit 10 49.46+0.28¢
20 58.29+0.24"
30 83.38+0.42
40 57.73+0.32"
50 48.02+0.29f
60 41.84+0.39°
Note/Keterangan :

The number followed by the same letter in the same column were not significantly different at 5 % HSD Tukey test/Angka ya

diikuti huruf yang sama pada kolom yang sama tidak berbeda nyata pada taraf uji Tukey HSD 5 %.

resulted in decreasing glucose levels in the
standard solution. The remaining glucose, which
was not bound by flavonoids, then reacting with
the Nelson reagent to form a brick-red precipitate,
which was then added to the arsenomolybdate
reagent to form a greenish-blue molybdate
complex (Mutiara & Wildan 2014; Wardatun e/,
2016).

The treatment of ethanol extracts and its
fractions of parijoto fruit showed maximum
glucose levels decrease in specific concentrations.
The higher the extract concentration, the higher the
reduction in glucose levels. The optimal glucose
levels were obtained by adding 25.01 ppm and
31.47 ppm of ethanol extract and its fraction of
parijoto fruit, respectively (Figures 3 and 4). Once
reaching the maximum level, the absorbance value
decreased again, and the glucose level decreased
again. The concentration more than 30 ppm caused
saturation, represented that all free glucose has
completely reacted. At this circumstance, the
higher the concentration of ethanol extract and
fraction added, the more concentrated the color
formed. These indicated the absorbance measured
by the spectrophotometer remained higher, hence
lessening the activity of glucose decrease (Mutiara
& Wildan 2014; Wardatun ef al. 2016).

The ability of flavonoids to reduce glucose
levels was related to its activity as an antioxidant.

36

The higher the phenolic or flavonoid content in |
plant, the higher the antioxidant activity (Septia
& Simanjuntak 2018). The provision
antioxidants and components of pheno
compounds can reduce oxidative stress, incre
insulin  sensitivity by improving insu
performance, and lessening free radicals formatic
The active flavonoid compound in Gurmara pl
extract could reduce glucose levels by increasi
insulin levels (Shewamene et al. 2015; Widow
2008). Moreover, isoflavones from soybean extr:
were able to improve insulin resistance a
decrease glucose levels (Liu ef al. 2010).

These results confirmed that the ethar
extract and its fraction of parijoto fruit contain
flavonoid compounds that could reduce gluce
levels in vitro. Flavonoids are one of the pheno
compounds that have a glucose-lowering effe
(Rao et al. 2010) stated that flavonoids fre
Lantana camara and Combretum micranthum al
showed anti hyperglycemic in DM type I and ty
I. (Prashanto et a/ 2011) and (Tapas et al. 200
revealed that quercetin also could increa
pancreatic regeneration and insulin release
streptozotocin-induced mice. Further studies a
required to evaluate the pharmacological effect
the parijoto fruit ethanol extract and its fraction
the glucose level.
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EFEKTIVITAS EKSTRAK ETANOL BIJI MIMBA, MAHONI DAN SUREN
TERHADAP LARVA Tenebrio molitor Linnaeus (Tenebrionidae: Coleoptera)

Effectiveness of Ethanol Extract of Neem, Mahogany and Surian Seeds on Tenebrio molitor
Linnaeus Larva (Tenebrionidae : Coleoptera) |

Wida Darwiati'”, Ujang Wawan Darmawan" dan Cheppy Syukur?

" Pusat Penelitian dan Pengembangaan Hutan
Jalan Gunung Batu No 5 Bogor, 16118
?) Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
Jalan Tentara Pelajar No. 3 Bogor, 16111

INFO ARTIKEL ABSTRAK/ABSTRACT
Article history: Biji mimba, mahoni, dan suren mengandung metabolit sekunder yang da
Diterima: 27 Desember 2019 digunakan sebagai biopestisida. Penelitian ini bertujuan untuk mengetah
Direvisi: 18 Februari 2020 keefektifan ekstrak biji mimba, mahoni, dan suren terhadap larva

Disetujui: 30 Maret 2020 Tenebrio molitor L. (Tenebrionidae: Coleoptera) pada skala laboratori

Tahapan penelitian adalah penyiapan ekstrak biji, analisis fitokimia eks
dan pengujian efikasi ekstrak terhadap serangga uji (7 molitor). Bi

Kata knnci: mimba, suren, dan mahoni yang telah kering (kadar air < 10%) dihalusk
Fitokimia; insektisida nabati: (100 mesh), dimaserasi dengan pelarut etanol 95% selama tujuh jam pa
toksisitas suhu 70 °C, lalu dianalisis kandungan alkaloid, flavonoid, tanin, saponi

dan steroid/triterpenoidnya. Rancangan penelitian yang digunakan adal

Acak Kelompok, 3 ulangan, masing-masing 10 ekor larva. Faktor pert

adalah tiga jenis ekstrak biji (mimba, suren, dan mahoni), sedangkan fakt

Keywords: kedua adalah lima taraf konsentrasi ekstrak (0 mg.I, 9 mg.l", 15 mg.I

Botanical insecticide; 30 mgl" dan 45 mgl"). Pengujian keefektifan ckstrak dilakukan pa

phytochemical; tosicity T. molitor, larva instar ketiga. Hasil analisis fitokimia menunjukkan bah
biji mahoni mengandung alkaloid dan triterpenoid, pada biji suren terda
kandungan tannin, alkaloid, steroid/triterpenoid sedangkan pada biji mim
mengandung saponin dan alkaloid. Hasil uji efikasi ekstrak biji maho
suren dan mimba efektif menyebabkan kematian secara nyata pada |
T. molitor. Ekstrak etanol biji mimba lebih toksik terhadap larva uji (LCsq
0,72 mg.I""), dibandingkan mahoni (LCso = 5,2 mg.1") dan suren (LCso
7,02 mg.l""). Ekstrak biji mimba lebih prospektif dikembangkan sebag
insektisida nabati.

Neem, mahogany, and surian seeds contain secondary metabolites that ¢
be used as biopesticides. This study aimed to determine the effectiveness
neem, mahogany, and surian seed extracts to the larvae of the Teneb
molitor L. (Tenebrionidae: Coleoptera) at laboratory scale. The stages
the research were the preparation of seed extracts, phytochemical analys,
of the extracts, and efficacy of extracts against T. molitor larvae. Dri
seeds of neem, surian, and mahogany (water content < | 0%) were grou,
(100 mesh) and macerated with 95% ethanol solvent Jor seven hours
70 °C. The alkaloids, Sfavonoids, tannins, saponins, and steroids/t
triterpenoid were then analyzed. The effectiveness of the extracts was test

* Alamat Korespondensi : wdarwiati@ ahoo.

DOI : http://dx.doi.or 10.21082/bullittro.v31n1.2020.4
0215-0824/2527-4414 @ 2017 Buletin Penelitian Tanaman Rempah dan
This is an open access article under the CC BY-NC-SA license (http://creativecommons.org/licensm/by-nc—saB.
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against the 3 larva of T. molinor. The experiment designed in Randomize
block design, three replications, each with ten larvae. The first factor was
seed extracts (neem, surian, and mahogany), while the second factor was
five levels of extract concentration (0 mg;I', 9 mg.l”, 15 mg.l”, 30 mg.I"
and 45 mg.l"). Phytochemical analysis showed that mahogany seeds
contained alkaloids and triterpenoids. Meanwhile, surian seeds contained
tannin, alkaloid, steroid/triterpenoid, but neem seeds contained saponin and
alkaloids. The mahogany, surian, and neem seed extracts were effective in
causing significant mortality to T. molitor larvae. Ethanol extract of neem
seeds was more toxic to larvae (LCsy = 0.72 mg.I"’), compared to mahogany
(LCso = 5.2 mg.lI") and surian (LCsp = 7.02 mg.l"). Mimba seed extract is
more prospective to be developed as a botanical insecticide.

1 insektisida sintetik walaupun
if murah, mudah, dan praktis,
- Berdampak tidak baik terhadap
Selain itu, serangga hama akan
terhadap insektisida. Salah satu

mengatasi hal itu adalah
=ktisida nabati. Insektisida nabati
Bahan yang mudah terdegradasi di

berbahaya. Oleh karena itu,
pati  dapat digunakan sebagai
zanti insektisida sintetik.
ada nabati pada  dasarnya
senyawa metabolit sekunder
gai bahan aktifnya. Senyawa
der dari tumbuhan dapat berfungsi
penarik, dan pembunuh, serta
mbat nafsu makan serangga hama.
 bahan tanaman yang telah diketahui
a tersebut di atas khususnya sebagai
insektisida nabati diharapkan mampu
atau  sebagai substitusi insektisida
smega berbagai efek negatifnya terhadap
swan dan lingkungan dapat ditekan
gkin (Wiratno ef al. 2011). Banyak
an/ tanaman yang sudah diketahui
sktisida nabati, karena mengandung
metabolit sekunder seperti golongan
sroid, terpenoid, fenol, flavonoid, dan
aga 2009). Di antara berbagai jenis
- Famili Meliaceae, seperti mimba
indica A. Juss), mahoni (Swietenia
L), dan suren (Toona sinensis
telah lama diketahui berpotensi sebagai

dampaknya terhadap lingkungan™

pengendali hama (Darwiati 2009). Menurut
(Debashri dan Tamal 2012), semua bagian dari
pohon mimba memiliki aktivitas pestisida. Biji dan
daun mimba mengandung empat senyawa kimia
alami yang aktif sebagai pestisida, yaitu
azadirachtin, salanin, meliatriol dan nimbin.
Ekstrak daun, bunga dan biji mimba dapat
digunakan untuk mengendalikan berbagai jenis
hama, misalnya kepik pengisap buah, ulat jengkal,
kutu aphis, wereng, dan kutu beras, serta larva
nyamuk (Maragathavalli et a/. 2012). Menurut
Rachmawaty et al. (2017), biji mimba juga
mengandung  selulosa, amilum, protein, dan
trigliserida, serta triterpenoid, sulfur, fenol, dan
flavonoid. Dari beberapa senyawa metabolit
sekunder berasal dari tanaman mimba, azadirachtin
telah terbukti paling berpotensi digunakan sebagai
pestisida alami (Aradilla 2009). Senyawa
azadirachtin dapat menghambat pertumbuhan
serangga hama, mengurangi nafsu makan,
mengurangi produksi dan penetasan telur,
meningkatkan mortalitas, mengaktifkan infertilitas,
serta menolak hama (Dewi et al. 2017).

Jenis tumbuhan lain yang berkhasiat
sebagai insektisida nabati adalah suren (7oona
sinensis M. Roem). Suren juga dikenal sebagai
surian, tumbuh tersebar luas di Sumatera, Jawa,
dan Sulawesi (Pramono dan Danu 2013). Di Cina,
tumbuhan suren dimanfaatkan sebagai sayuran dan
obat tradisional (Hakim 2014). Suren mengandung
beberapa senyawa metabolit sekunder, seperti
limonoid, fitol, flavonoid, minyak atsiri,
triterpenoid, dan fenol (Pangesti er al 2017).
Senyawa metabolit sekunder lainnya yang berasal
dari suren adalah surenon, surenin, dan
surenolakton yang berperan sebagai penghambat
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pertumbuhan serangga, insektisidal, dan penolak
ulat sutera.

Selain mimba dan suren, tanaman yang
berkhasiat sebagai insektisida nabati adalah
mahoni  (Swietenia mahogani 1.). Menurut
Heviyanti et al. (2016), ekstrak biji mahoni pada
konsentrasi 5% dapat menghambat makan larva
Plutella xylostella, sedangkan ekstrak biji 0,25%
dapat mematikan larva Crocidolomia pavonana.
Senyawa metabolit sekunder yang terkandung di
dalam biji mahoni adalah saponin dan flavonoid
yang bersifat sebagai penolak dan racun serangga
(Ardwiantoro 2011). Saponin banyak dihasilkan
oleh berbagai jenis tumbuhan, bersama-sama
dengan senyawa sekunder lainnya, apabila
dimakan oleh serangga dapat menurunkan aktivitas
enzim pencernaan dan penyerapan makanan. Biji
mahoni mengandung senyawa metabolit sekunder
yang mirip dengan butane hexane chlor (BHC)
yang bersifat sebagai racun perut dan racun
pernafasan. Biji mahoni, juga digunakan untuk
kesehatan manusia karena memiliki efek
farmakologis, seperti antipiretik, antijamur,
menurunkan tekanan darah tinggi, kencing manis,
demam, dan rematik (Dalimartha 2009). Berbagai

jenis senyawa limonoid, seperti
oy 4 >

tetranortriterpenoid,  swietenine, swietenolide

(senyawa  pahit), swietenine asetat, dan

swietenolide diasetat ada di dalam biji mahoni
(Heviyanti et al. 2016).

Pada beberapa pengujian insektisida,
penggunaan larva Tenebrio molitor masih sering
digunakan sebagai serangga uji, selain serangga ini
merupakan salah satu hama utama pada produk
biji-bijian, juga mudah dikembangbiakkan di
laboratorium dalam jumlah banyak (Rao et al.
2010). Tujuan penelitian ini adalah untuk menguji
efektivitas ekstrak etanol biji mimba, mahoni dan
suren terhadap larva Tenebrio molitor.

BAHAN DAN METODE
Lokasi dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Kimia Puslitbang Hasil Hutan dan Laboratorium
Hama Penyakit Puslitbang Hutan, Bogor.
Penelitian ini dilaksanakan sejak September
sampai November 2016.
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Penyiapan ekstrak

Biji mimba diperoleh dari Jawa Tin
(Balittas, Malang), sedangkan biji suren dan |
mahoni diperoleh dari petani pengumpul
Ciamis, Jawa Barat. Semua biji kondisinya b
dan tidak rusak sehingga layak untuk dijadil
sebagai bahan penelitian. Biji dikering angink
ditimbang sebanyak 50 g dan dibungkus deng
kertas saring, kemudian dimasukan ke dalam &
ekstraktor soxhlet berisi pelarut etanol 95
Ekstraksi dilakukan selama tujuh jam pada st
70 °C sampai tetesan tidak berwarna ya
menandakan bahwa bahan sudah tersari sempui
(Saifudin ef al. 2011). Hasil ekstraksi dipekath
di dalam rotary evaporator, kemudian dipanask
di dalam oven pada suhu 40 °C. Selanjutn
ekstrak didinginkan di dalam desikator ¢
dihitung rendemennya. Perhitungan renden
dilakukan dengan rumus :

Rendemen = (berat ekstrak/berat awal bahan) x 100
Analisis fitokimia ekstrak

Pengujian fitokimia dilakukan unt
mengetahui secara kualitatif kandungan senya
metabolit sekunder yang terdapat dalam simpli
kering dan ekstrak biji mimba, mahoni dan surt
Biji mimba, mahoni, dan suren masing-masi
50 g dikeringkan di dalam oven suhu 40 °C samj
kadar airnya kurang dari 10%. Setelah kering, t
dihaluskan dan disaring dengan saringan berukur
100 mesh. Selanjutnya, serbuk biji yang tel
kering dimaserasi dengan pelarut etanol 9:
selama tujuh jam pada suhu 70 °C kemudi
dianalisis kandungannya, menggunakan meto
HPLC (High Performance Liqu
Chromatography).

Pengujian efikasi ekstrak terhadap serangga ¢

Serangga uji yang digunakan yaitu larva
molitor yang diperoleh dari Laboratorium Har
Penyakit Tanaman IPB, kemudian diperbanyak
laboratorium Hama Penyakit Hutan Puslitba
Hutan. Fase larva uji yang digunakan adalah lar
instar ke tiga.

Rancangan penelitian yang digunak
adalah Acak Kelompok, 3 ulangan, masing-masi
10 ekor larva. Faktor pertama adalah tiga jer
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Analisis data

Tingkat mortalitas serangga uji dianalisis
menggunakan sidik ragam dan dilanjutkan dengan
uji BNT, analisis probit (probability unit)
dilakukan untuk menentukan tingkat konsentrasi
letal 50% (LCso).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rendemen ekstrak etanol dan fitokimia biji
mimba, mahoni dan suren

Rendemen ekstrak etanol serbuk kering
biji mimba, mahoni dan suren berkisar antara 4,1-
13,8 %, ekstrak biji mahoni menghasilkan
rendemen yang paling banyak, kemudian suren dan
mimba (Tabel 1).

Hasil uji fitokimia dari ekstrak etanol
mimba, mahoni, dan suren menunjukkan bahwa
senyawa alkaloid ditemukan terkandung didalam
ketiga ekstrak biji yang diuji, tetapi tannin hanya
ditemukan dalam biji suren, saponin dalam biji
mimba, triterpenoid dalam biji mahoni, dan
steroid/triterpenoid dalam biji suren (Tabel 2). Biji
suren paling banyak mengandung senyawa
metabolit sekunder (tannin, alkaloid, dan steroid/
triterpenoid) dibandingkan dengan mahoni dan

=men ckstrak biji mahoni, suren dan mimba menggunakan pelarut etanol 95%
of mahogany, surian, and neem seed extracts using 95% ethanol solvent

wk biji  Berat ekstrak Rendemen
; (@ (%) Bentuk Warna
o 1,67 4,19 Padatan Cokelat kehitaman
4,08 10,19 Padatan Cokelat kekuningan
5:95 13,88 Padatan Cokelat tua
3l fitokimia ekstrak etanol biji mimba, mahoni dan suren.
emical profile of ethanol extracts of neem, mahogany, and surian seeds.
Metabolit sekunder
5 . Steroid/
Tanin Saponin Flavonoid  Alkaloid Steroid Tritepenoid Triterpenoid
. - ) - + pa
- + - - - =
+ = 2 = = +

1 tested

terdapat senyawa metabolit sekunder di dalam ekstrak yang diuji/ There were no secondary metabolites in the

senyawa metabolit sekunder di dalam ekstrak yang diuji/ there were secondary metabolites in the extract tested
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mimba. Senyawa metabolit sekunder, seperti
tannin, saponin, alkaloid, steroid dan triterpenoid
bersifat anti serangga (Sinaga 2009).

Efektivitas ekstrak biji terhadap larva Tenebrio
molitor

Hasil pengujian ekstrak etanol biji mimba,
mahoni, dan suren terhadap larva T. molitor
menunjukkan bahwa pada pengamatan hari
pertama (24 jam setelah aplikasi), semua perlakuan
konsentrasi ekstrak menyebabkan terjadinya
mortalitas pada larva uji (Tabel 3). Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak ketiga jenis biji yang
diuji bersifat “knock down™ (untuk mengetahui
berapa lama serangga uji atau larva menjadi
lemah dan mati setelah kontak dengan pestisida
nabati tersebut). Pada pengamatan hari kedua dan
ketiga, walaupun ada peningkatan mortalitas tetapi
tidak semua serangga uji mati. Larva yang hidup
tetap menunjukkan aktivitas walaupun agak lemah.

Berdasarkan hasil uji beda nyata
menggunakan anova, mortalitas larva 7. molitor
pada perlakuan ekstrak biji mimba, mahoni dan

suren menunjukkan hasil yang berbeda nyata .
kontrol. Perlakuan ekstrak biji mahoni konsent
9 mg.l" persentase mortalitasnya paling kecil
berbeda nyata dibandingkan dengan perlak
konsentrasi 45 mg.l", tetapi tidak berbeda n
dengan perlakuan konsentrasi 15 mg.l"
30 mg.I".

Pestisida nabati berbahan baku ekstrak
suren dan ekstrak biji mimba juga menunjuk
hasil yang serupa. Perlakuan kontrol berbeda n;
dengan keempat perlakuan konsentrasi lainr
Perlakuan pestisida nabati dengan kedua bahan
umumnya tidak berbeda nyata pada se
konsentrasi. Mortalitas tertinggi terlihat p
pengamatan 72 jam setelah perlakuan p
konsentrasi 30 mgl' dan 45 mgl’'. Perlak
pestisida nabati pada konsentrasi 45 m
umumnya menunjukkan hasil yang berbeda ny
dengan perlakuan pada konsentrasi 9 mg.I"'. Hal
menunjukkan bahwa perlakuan pestisida nal
dapat diterapkan dengan baik pada konsent
tertinggi (45 mg.l') dan membutuhkan wa
reaksi mortalitas sekitar 48-72 jam. Pada kon

Tabel 3.  Mortalitas larva 7. molitor pada perlakuen konsentrasi ekstrak etanol biji mimba, mahoni dan suren pada
jam, 48 jam dan 72 jam setelah aplikasi.
Table 3. Mortality of T. molitor larvae treated with ethanol extracts of neem, mahogany, and surian seeds at
hours, 48 hours and 72 hours after application.
Mortalitas larva Tenebrio molitor setelah aplikasi
Pertakiiin Konsentrasi ekstrak
(mg.I) Waktu (jam setelah aplikasi)
24 48 72
Ekstrak biji 0 033 a 0,67 a 1,00 d
mahoni 9 333 b 433 b 433 b
15 4,00 b 533 b 5,67 b
30 4,67 b 6,00 b 6,00 b
45 7,00 ¢ 6,67 b 6,67 b
Ekstrak biji 0 1,00 a 0,67 a 1,00 a
suren 9 3,00 b 3,67 b 5,67 b
15 433 ¢ 4,67 c 5,67 b
30 533 ¢ 6,33 d 6,67 b
45 7,67 d 7,67 e 7.67.c
Ekstrak Biji 0 0,00 a 0,33 a 1,00 a
mimba 9 2,67 b 367 b 533 b
15 3,00 ¢ 500 c 6,00 b
30 533 d 6,00 d 733 ¢
45 338 733 e 733 ¢
Keterangan/Note:

Angka-angka yang diikuti oleh huruf yang sama pada setiap kolom, tidak berbeda nyata berdasarkan uji BNT pada tar
5 Ye/Numbers followed by the same letters within each coloumn are not significantly different according to LSD at 5 % level.
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Bar describes the value of a standard
deviation.
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terhadap larva 7. molitor diindikasi melalui
gangguan pernafasan serangga (Gambar 2).
Kematian larva pada pada pemberian ekstrak
mimba, mahoni dan suren menunjukkan gejala
kaku dan tubuh berubah menjadi hitam yang
dimulai dari bagian kepala menuju ke seluruh

Tabel 4 LCsp ekstrak biji mimba, mahoni dan suren
terhadap larva 7. molitor.
Table 4. LCsp of neem, mahogany, and surian seed
extracts to T. molitor larvae.
No. Ekstrak biji LC 50 (%)
1 Mimba 0,72
2 Mahoni 5,23
3 Suren 7,02

Gambar 2. Kematian serangga uji, larva T molitor
setelah aplikasi dengan ekstrak biji. Atas :
Umbi kentang yang diberi perlakuan ekstrak
biji mimba dan diberi larva T. Molitor;
Bawah : Larva 7. molitor yang telah mati.
Death on target pest, T. molitor larvae, after
seed extracts aplication. Above: potato
cultivars treated with the extract of neem
seed and provided with T. molitor larvae;
Bellow:Death of T. molitor larvaes.

Figure 2.
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tubuh. Ekstrak biji mimba dan suren mengandung
minyak yang dapat menempel pada bagian tubuh
serangga sehingga spirakel serangga tersumbat,
kemungkinan lain senyawa aktif dari ekstrak biji
mimba, mahoni dan suren berpenetrasi melewati
kutikula serangga dan meresap ke dalam tubuh,
lalu terakumulasi sehingga terjadi kelumpuhan dan
selanjutnya mengakibatkan kematian (Darwiati
2009).

Berdasarkan nilai LCso, maka ekstrak biji
mimba yang paling toksik terhadap larva
T. molinor dibandingkan dengan ekstrak biji suren
dan mahoni, dengan nilai LCso ekstrak biji mimba
sebesar 0,72 %, diikuti dengan LCsy biji mahoni
sebesar 5,23 % dan LCso ekstrak biji suren sebesar
7,02 %. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Putri ef al. (2015).

Hasil analisis fitokimia, menunjukkan
ekstrak etanol biji mimba, suren, dan mahoni
mengandung senyawa yang bersifat toksik
terhadap serangga, dan efektif terhadap larva
T molitor. Oleh karena itu, perlu dilakukan lebih
lanjut, seperti pengujian frekuensi aplikasi,
mekanisme aktivitas racun, dan gangguan
hormonal lainnya. Menurut Aradilla (2009), sifat
racun insektisida nabati dari tanaman Famili
Meliaceae seringkali tidak mematikan targ'&
serangga secara cepat sehingga perlu diulang
aplikasinya.

Senyawa alkaloid dan flavonoid yang
terkandung dalam ekstrak daun mimba juga
dilaporkan menyebabkan kematian pada wereng
cokelat (Febrianti dan Rahayu 2012). Selain itu
semakin tinggi konsentrasi yang digunakan
terhadap serangga, maka semakin tinggi daya
penolak makannya (Hidayati et al. 2013).

Mortalitas pada perlakuan ekstrak suren
lebih tinggi daripada mimba dan mahoni, hal ini
diduga karena pada suren mengandung senyawa
triterpenoid ~ seperti  surenon, surenin  dan
surenolakton. Senyawa tersebut bersifat sebagai
penolak serangga (Pangesti et al. 2017) yang
memiliki bau yang menyengat dan rasa sepat yang
menyebabkan larva tidak mau makan. Pada ekstrak
tersebut juga terdapat senyawa flavonoid yang
mampu menghambat pertumbuhan larva, terutama
tiga hormon utama pada serangga, yaitu hormon
otak, hormon eksdison dan hormon pertumbuhan
(juvenile hormone) (Kurniawan et al. 201 3)-
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KESIMPULAN

Ekstrak etanol biji mahoni, suren, d:
mimba efektif membunuh larva 7. molitor. Ekstr:
biji mahoni mengandung alkaloid dan triterpenoi
biji suren mengandung tannin, alkaloid, dz
steroid/ triterpenoid, sedangkan ekstrak biji mi
mengandung saponin dan alkaloid. Ekstrak etan
biji mimba lebih toksik terhadap larva
(LCs50=0,72 mg.I""), dibandingkan mahoni (LCsg
5,2 mg.I") dan suren (LCso= 7,02 mg.I""). Ekst
biji mimba lebih prospektif dikembangkan sebag
insektisida nabati.
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Cendawan patogen Fusarium oxysporum dapat mengakibatkan kerugi
besar pada berbagai tanaman rempah. Fusarium oxysporum dilapork:
dapat dikendalikan dengan bakteri antagonis. Penelitian ini bertujuan untu
mengetahui karakter fisiologi dan antagonis bakteri dari perakar:
Nepenthes mirabilis, sebagai pengendali hayati F. oxysforum. Penelitiz
dilaksanakan di Laboratorium Perlindungan Tanaman, Fakultas Pertanias
Universitas Borneo, Tarakan, sejak Oktober sampai November 201
Medium Nutrient Agar (NA) digunakan untuk mengisolasi bakteri antagor
dari akar N. mirabilis. Pengujian keamanan hayati terhadap tanaman da

serta diuji kemampuannya dalam menghambat F. oxysporum secara in vi,

Hasil penelitian menunjukkan terdapat 10 dari 26 isolat bakteri dari akar

mirabilis yang aman bagi tanaman dan mamalia. Uji fisiologis menunjukkz
empat isolat dapat menghasilkan enzim proteolitik, lima isolat menghasi
enzim kitinolitik, enam isolat mampu melarutkan fosfat, dan empat iso
dapat memproduksi HCN. Sebanyak 3 isolat (Mrb2, Mrb6, dan Mrbl6
menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap F. oxysporum secan
in vitro.

Phytopathogenic fungi Fusarium oxysporum causes significant yield losse
in various spices plants. The fungus can be controlled with numerous type
of antagonistic bacteria. This study aimed to determine the physiologics
characteristic and antagonistic properties of the bacterial from the roots ¢
Nepenthes mirabilis, as a biological control to F. oxysforum. The study wa
conducted at the Plant Protection Laboratory, Faculty of Agriculture, t
University of Borneo, Tarakan, from October to November 2017. Nutrie
Agar medium was used to isolate antagonistic bacteria from the roots of
mirabilis. Biosafety test against plants and mammals were conducted using
hypersensitive and hemolysis analysis. The bacterial isolates passed froi
those tests were characterized further for their phenotype and physiologica
properties as well as their ability to inhibit the growth of F. oxysporum in
dual culture test in vitro. The results showed that there were 10 out @

* Alamat Korespondensi : pandu(@unej.ac.
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26 bacterial isolates originated from N. mirabilis roots that were safe for
plants and mammals. Physiological tests showed that four isolates could
produce the proteolytic enzyme, five isolates produced the chitinolytic
enzyme, six isolates were able to dissolve phosphate, and four isolates could
produce HCN. Furthermore, three isolates (Mrb2, Mrb6, and Mrbl6)
showed inhibitory activity against Fusarium spp. There were differences in
the phenotype character and physiological activity between the Mrb2, Mrb6,
and Mrb16 isolates, but all three have the potential to inhibit F. oxysporum.

UAN

an fitopatogen Fusarium spp.
polifag dan dapat menyebabkan
besar. Patogen ini mampu
tanaman  hortikultura, pangan,
tanaman rempah. Tanaman lada
» oleh cendawan Fusarium spp. yang
gan nematoda Meloidogyne spp. dan
spp. akan menunjukkan gejala
gng (Daras dan Pranowo 2017).
mas pada tanaman lada cukup sulit
scara konvensional karena inokulum
% di bawah tanah, dan patogen dapat
wmokulum  sekunder di lapangan
stiawati 2014). Tanaman rempah
pat terinfeksi oleh Fusarium spp.
akit busuk rimpang jahe yang
F. oxysporum Schlecht f.sp.
W0 merupakan salah satu kendala
budidaya jahe (Li et al. 2014).
orkan menghambat budidaya jahe
di Jawa Tengah (Prabowo ef al.

yang dapat dilakukan untuk
zian akibat infeksi Fusarium spp.
rempah adalah mengendalikan
Fusarium spp. menggunakan
hayati (Fravel et al. 2003).
hayati dari golongan bakteri
smmdalikan  populasi  cendawan
banyak dilaporkan sebelumnya
mvel 1998; Zhao er al. 2011).
wsolasi agens hayati, terutama dari
e seringkali dilakukan dari bagian
1. Agens hayati dapat berasal
jan yang sama maupun berbeda
1\ Pradana ef al. (2015) melaporkan
% yang diisolasi dari perakaran
* efektif menekan Fusarium spp.

yang diisolasi dari tanaman tomat. Menurut Tariq
et al. (2017) bakteri antagonis dapat diisolasi dari
tanaman dengan kriteria sehat dan memiliki
ketahanan terhadap cekaman biotik dan abiotik
yang baik.

Berdasarkan kriteria di atas, salah satu
tumbuhan yang berpotensi sebagai sumber agens
antagonis adalah Nepenthes mirabilis. Tumbuhan
tersebut banyak ditemui pada lahan yang kurang
subur di Kalimantan Utara (Ilma et al. 2014).
Tumbuhan N. mirabilis relatif sehat atau jarang
ditemui dalam keadaan terinfeksi patogen.
Kemampuannya bertahan pada lingkungan yang
kurang menguntungkan, diduga ada kaitannya
dengan bakteri yang bersimbiosis dengannya. Pada
studi sebelumnya, Bhore et al. (2013) mengisolasi
bakteri endofit dari Nepenthes spp., dan
menemukan 55,2 % bakteri yang berasosiasi
dengan Nepenthes spp. berasal dari genus Bacillus.
Selanjutnya, pada studi lainnya, Li et al. (2012)
berhasil mengisolasi 25 isolat bakteri dari
N. mirabilis dan melaporkan bahwa bakteri asal
N. mirabilis mampu memproduksi enzim protease.
Tujuan penelitian adalah mengkarakterisasi bakteri
dari perakaran N. mirabilis, khususnya karakter
fisiologi dan kemampuan antagonisnya terhadap F.
oxysporum.

BAHAN DAN METODE
Waktu dan lokasi penelitian

Sampel N. mirabilis diambil dari Hutan
Penelitian Kota Tarakan (Kalimantan Utara,
Indonesia). Selanjutnya, isolasi bakteri dan
pengujian in vitro dilakukan di Laboratorium
Perlindungan Tanaman, Universitas Borneo
Tarakan, Indonesia. Penelitian dilaksanakan sejak
Oktober sampai November 2017.
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Isolasi bakteri asal akar N. mirabilis

Bakteri diisolasi dari bagian akar
N. mirabilis yang tumbuh di Hutan Penelitian Kota
Tarakan mengikuti metode yang dideskripsikan
oleh Pradana et al. (2015) yang telah dimodifikasi
(tanpa sterilisasi permukaan). Sampel akar dibilas
dengan hati-hati menggunakan akuades steril untuk
membersihkan  partikel-partikel tanah  yang

menempel.  Selanjutnya, sampel dikeringkan
menggunakan kertas tisu steril.
Sebanyak 1 g sampel dimaserasi

menggunakan mortar steril dengan penambahan
akuades steril 1:10 (w/v). Medium Nutrient Agar
(NA) 20 % dibuat dengan melarutkan 1,6 g
medium Nutrient Broth (NB) (Merck, Jerman) dan
18 g agar-agar bakto ke dalam 1.000 ml akuades.
Sebanyak 0,1 ml suspensi hasil maserasi kemudian
diratakan pada medium Nutrient Agar (NA) 20 %
lalu diinkubasi selama 72 jam pada suhu 27 °C.
Koloni bakteri yang tumbuh kemudian dimurnikan
pada medium Nutrient Agar (NA). Koloni bakteri
yang telah dimurnikan kemudian digunakan untuk
pengujian selanjutnya.

Isolat bakteri yang diperoleh disimpan di
dalam tube ependorf pada medium Nutrient Broth
(NB) yang mengandung 40 % gliserol, daff’
disimpan pada suhu 4 °C sampai digunakan untuk
uji selanjutnya (Munif et al. 2012).

Pengujian reaksi hipersensitif

Isolat bakteri yang telah dimurnikan
ditumbuhkan pada medium Nutrient Agar (NA),
dan diinkubasi selama 48 jam. Koloni yang
tumbuh kemudian dipanen menggunakan 2 ml
akuades steril. Sebanyak 250 ul suspensi yang
terbentuk kemudian diinfiltrasikan ke bagian
bawah lamina daun tembakau menggunakan
disposable  syringe ukuran 1 ml tanpa
menggunakan jarum. Daun tembakau kemudian
diinkubasi selama 48 jam. Tanaman tembakau
yang digunakan adalah varietas Kemloko 3,
berumur 3 bulan, dan daun yang digunakan untuk
pengujian reaksi hipersensitif adalah daun ke-4
sampai dengan ke-6 dari atas. Isolat yang
menyebabkan nekrosis pada daun tembakau dalam
waktu 48 jam tidak digunakan pada pengujian
selanjutnya karena berpotensi sebagai patogen
tanaman (Klement dan Goodman 1967).
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Pengujian aktifitas hemolisis

Isolat bakteri yang tidak menyebabk
reaksi hipersensitif pada pengujian sebel
digunakan pada pengujian ini. Isolat bakis
ditumbuhkan pada medium Blood Agar (BA) d
diinkubasi selama 48 jam.

Bakteri yang menghasilkan  toks
o-hemolisis akan membentuk zona gelap, ya
menghasilkan toksin B-hemolisis akan membents
zona terang, dan yang menghasilkan toks
of-hemolisis akan membentuk zona terang diik
agak gelap di sekitar koloni (Payment et al. 199
Isolat yang memperoduksi toksin a-hemolis
B-hemolisis, dan aB-hemolisis akan didest
dan isolat yang tidak memproduksi to
hemolisis akan digunakan pada penguji
selanjutnya.

Karakterisasi fenotip koloni bakteri

Isolat bakteri yang tidak menimbulk
reaksi hipersensitif dan tidak memproduksi toks
hemolisis kemudian diamati karakter fenotipny;
Karakter yang diamati adalah bentuk kolo
ukuran, tekstur, warna, dan elevasi (Munif et
2012).

Karakterisasi Gram menggunakan KOH

Koloni bakteri diletakkan di atas ge
objek yang telah diberi 1-2 tetes larutan KOH 3 %
dengan menggunakan lup inokulasi. Isolat bakte
dicampur dengan KOH 3 % hingga merata. Reak
Gram negatif (-) ditunjukkan dengan adanya lend

Sumber isolast Fusarium oxysporum

Isolat F. oxysporum diisolasi
perakaran tanaman tomat yang menunj
gejala layu. Sebanyak 1 g akar tanaman tom
dibersihkan dengan air, lalu digerus menggunaka
10 ml akuades steril. Suspensi yang terben
diencerkan sampai pengenceran 10 Susper
hasil pengenceran kemudian diambil 0,1 ml un
dikulturkan pada medium Potato Dextrose Aga
(PDA). Cendawan yang tumbuh kemudia
dimurnikan dan dikarakterisasi berdasarkan ben
makrokonidianya. Isolat yang memiliki kara



dikonfirmasi sifat patogeniknya
= Postulat Koch. Tsolat cendawan
sebagai F. oxysporum
sulturkan  pada medium  Potato
(PDA) dengan metode agar miring
si, dan disimpan pada suhu 4 °C
210).

Mk i

bakteri dalam menghambat
‘wsarium spp. secara in vitro

A dilakukan pada medium Potato
{PDA) dengan metode dual culture.
ditumbuhkan pada bagian tengah
kemudian cendawan F. oxysporum
pada : bagian dari cawan petri yang
% pertumbuhan F. oxysporum yang
arah bakteri dan ke arah yang
smgan bakteri diukur pada hari ke-5
gian dilakukan. Sebagai kontrol,
wxysporum ditumbuhkan pada cawan
pan tengahnya diolesi akuades steril.
an kemudian dimasukkan ke dalam

— RIR‘IRZ x 100 %

penghambatan pertumbuhan
sentage of growth retardation (%).

i-jari miselium hingga tepi cawan petri
Beelium radius distance to the edge of
wdiish (cm).

3-jari miselium hingga tepi zona hambat
celium radius distance to the edge of
ion zone (cm).

Pradana et al. 2015.
sifat fisiologis bakteri

was proteolitik diuji pada medium
wr (SMA) yang terdiri atas 10 g susu
) ml medium Natrium Agar (NA).
digores pada media Skim Milk Agar
an diinkubasi selama 48 jam pada
Aktivitas proteolitik ditandai dengan
a bening di sekitar koloni setelah 48
{Sessitsch et al. 2004).
Was kitinolitik diuji pada medium
g terdiri atas 15 g agar-agar bakto;
2 g pepton; 10 g koloidal kitin; 0,5 g
> g MgSO4; 0,5 g NaCl dalam 1 s
bakteri digores pada media uji dan
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diinkubasi selama 5 hari pada suhu 27 °C.
Aktivitas kitinolitik ditandai dengan munculnya
zona bening di sekitar koloni setelah 5 hari
pengujian (Quecine et al. 2008).

Kemampuan bakteri dalam menghasilkan
senyawa volatil HCN diuji menggunakan medium
spesifik yaitu Nutrient Agar (NA) yang telah
ditambahkan dengan 4,4 g glisin. Isolat bakteri
ditumbuhkan pada media dan diinkubasi selama
7 hari. Pada bagian tutup cawan petri ditempeli
kertas saring yang telah direndam menggunakan
Cyanide Detection Solution (CDS) yang tersusun
atas 8 g sodium karbonat di dalam 200 ml akuades
steril. Perubahan warna kertas saring dari kuning
menjadi jingga atau kecokelatan menunjukkan
bakteri mampu memproduksi senyawa HCN
(Lorck 1948).

Kemampuan bakteri dalam melarutkan
fosfat diuji pada medium Pikovskaya Agar
(Himedia, India). Isolat bakteri ditumbuhkan pada
medium uji dan diinkubasi selama 5 hari pada suhu
27 °C. Aktifitas melarutkan fosfat ditunjukkan
dengan munculnya zona bening di sekitar koloni
setelah 5 hari pengujian (Sharma et al. 2011).

Analisis data

Data dianalisis secara deskrtiptif dengan
menjelaskan hasil dari setiap pengujian yang
dilakukan dalam bentuk tabel.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi dan uji keamanan hayati

Sebanyak 26 isolat bakteri berhasil
diisolasi dan dimurnikan. Berdasarkan hasil
penelitian diketahui sebanyak 14 isolat mampu
menyebabkan  reaksi  hipersensitif. = Reaksi
hipersensitif ditandai dengan muculnya nekrosis
pada daun tanaman tembakau yang diinfiltrasi
menggunakan isolat yang diuji. Selanjutnya,
pengujian aktivitas hemolisis yang menunjukkan 1
isolat mampu menghasilkan toksin o hemolisis,
dan 1 isolat lainnya mampu menghasilkan toksin
B hemolisis. Dari 26 isolat yang diuji, terdapat
16 isolat yang tidak dapat digunakan pada
pengujian selanjutnya karena memiliki potensi
sebagai patogen bagi tumbuhan dan manusia. Pada
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pengujian selanjutnya hanya digunakan 10 isolat
bakteri yang aman, yaitu isolat Mrb2, Mrb3, Mrb4,
Mrb6, Mrb8, Mrb9, Mrbl15Mrb16, Mrbl8 dan
Mrb21 (Tabel 1).

Reaksi hipersensitif (HR) merupakan salah

satu mekanisme pertahanan tanaman dalam
melokalisir penyebaran patogen (Klement dan
Goodman 1967). Secara umum terdapat 3 tahapan

Tabel 1.

Table 1.

Hasil pengujian reaksi hipersensitif dan
aktivitas hemolisis isolat bakteri asal akar N,
Mirabilis.

Test results for hypersensitivity reactions and
hemolysis activity of bacterial isolates from
roots of N. mirabilis.

Uji reaksi Uji aktivitas

L hipersensitif hemolisis

Mrbl dr X
Mrb2 - -
Mrb3 -
Mrb4 -
Mrb5 -
Mrb6 -
Mrb7 +
Mrb8 -
Mrb9
Mrb10
Mrbl1
Mrb12
Mrbl13
Mrbl14
Mrbl5
Mrbl6
Mrbl7
Mrbl8 -
Mrb19
Mrb20
Mrb21
Mrb22
Mrb23
Mrb24
Mrb25
Mrb26

1

(I (S e o B |

T
o M oM M M

= I
Mo oM MM X R o M

+ 4+ 4+ + o+

Keterangan/Note :

+
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: Menyebabkan nekrotik pada daun
tembakau/Caused necrotic on tobacco leaves.

: Tidak menyebabkan gejala nekrotik atau tidak
memproduksi toksin hemolisis/Did not cause necrotic
on tobacco leaves or did not produce hemolysis
toxins.

: Mampu memproduksi toksin o-hemolisis/Able to
produce a-hemolysis toxins.

¢ Mampu memproduksi toksin B-hemolisis/Able to
produce f-hemolysis toxins.

: Tidak diuji karena menimbulkan reaksi hipersensitif
pada pengujian sebelumnya/not tested due a
hypersensitive reaction

tanaman

yang terjadi pada mekanisme Reaksi hipersens
(HR): (1) fase induksi, (2) fase laten, dan (3) f
kolaps. Gen Avr diantarkan kedalam sel in:
dengan mekanisme sekresi khusus sehing
menyebabkan rusaknya membran sel tengah ¢
tanaman. Mekanisme ini menyebabkan sel inz
pada daerah yang terinokulasi patogen mengals
kolaps dan mengering (nekrosis) (Balint-Ki
2019). Isolat bakteri yang menyebabkan rea
hipersensitif tidak dapat digunakan sebagai agt
hayati karena berpotensi memiliki sifat patoge;
yang dapat membahayakan tanaman
menyebabkan kerusakan ekosistem.

Hemolisis merupakan fenomena rusakr
jaringan darah akibat lepasnya haemoglobin d
stroma eritrosit (butir darah merah). Fenome
hemolisis dapat dipicu oleh beberapa faktor seps
adanya pelarut organik, saponin, garam empe
sabun, enzim, toksin, dan faktor-faktor lainr
yang dapat merusak komplek lemak-protein d
stroma. Terdapat 3 jenis hemolisis yang daj
disebabkan oleh bakteri, yaitu B-hemolisis ¢
a-hemolisis. B-hemolisis merupakan lisis lengk
sel darah merah dan haemoglobin, sedangk
a-hemolisis merupakan lisis parsial atau i
sebagian dari sel darah merah dan haemoglob
Bakteri yang mampu menghasilkan tok
hemolisin berpotensi membahayakan kesehat
manusia karena dapat merusak sel darah mer
(Guillaud et al. 2012).

Pada  penelitian  sebelumnya ya
dilakukan oleh Mardhiana et al. (2017) ya
mengisolasi bakteri endofit dari akar Cyper
rotundus juga ditemui beberapa isolat yang mam
menyebabkan reaksi hipersensitif d
memproduksi toksin hemolisin. Penelitian lainn
yang dilakukan oleh Wiratno et al. (2019) ya
mengisolasi bakteri endofit dari akar P. nigri
juga terdapat beberapa isolat yang menyebabk
reaksi hipersensitif dan memproduksi toks
hemolisin. Pada kedua studi tersebut, isolat ya
berpotensi sebagai patogen tumbuhan d
membahayakan manusia tidak digunakan pa
pengujian selanjutnya.

Karakter morfologi dan Gram isolat bakteri

Dari 10
digunakan sebagai

isolat bakteri yang am
agens hayati, seluruhn
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=1

agonisme
m

10

tderi  endofit
gian besar isolat yang diperoleh =
der fenotip yang berbeda.
akter fenotip bakteri endofit telah
#si dan dikarakterisasi dari perakaran
ove yang dilaporkan Oktafiyanto ef
a hasil penelitian tersebut sejalan
snelitian ini yang memperoleh isolat
‘karakter yang berbeda-beda.

bakteri

akter fenotip yang berbeda. Sebanyak
iki warna dasar putih, dan 1 isolat
iki warna dasar cokelat. Berdasarkan
- 6 isolat memiliki bentuk irregular,
iki bentuk circular, dan 1 lainnya
spindle. Berdasarkan pengamatan
sni, diketahui 1 isolat memiliki elevasi
# berelevasi convex, 1 isolat berelevasi
4 isolat berelevasi raised. Sebagian
deri memiliki karakter tepian koloni
dan 3 lainnya memiliki karakter
date. Ukuran koloni bakteri yang
Beragam, 2 isolat memiliki ukuran
wsolat berukuran small, 5 isolat

rate. Lebih

lanjut, sebanyak

ikasi memiliki gram negatif, dan
maliki gram positif (Tabel 2).
ter fenotip merupakan hasil interaksi
atip dengan lingkungan. Gen-gen
or fenotip akan aktif pada kondisi
cocok. Munif et al (2019)

dari tanaman

terhadap

isolat bakteri yang diuji,
# mampu menghambat pertumbuhan

(Mardhiana, Muh Adiwena, dan Ankardiansyah Pandu Pradana)

F. oxysporum secara in vitro. Penghambatan
tertinggi ditunjukkan berturut-turut oleh isolat
Mrb16 (67 %), Mrb6 (60 %), dan Mrb2 (5 %)
(Gambar 1). Selain ketiga isolat tersebut, isolat
lainnya tidak menunjukkan aktifitas penghambatan
F. oxysporum. secara in vitro (Tabel 3).

Agens hayati dari golongan bakteri
dilaporkan mampu menghambat pertumbuhan
patogen melalui beberapa mekanisme, salah
satunya adalah mekanisme antibiosis. Antbibiosis
merupakan mekanisme antagonis oleh agens hayati
dengan memproduksi metabolit sekunder berupa
antibiotik atau senyawa metabolit sekunder yang
mirip antibiotik seperti enzim lisis, senyawa
volatil, siderofor, atau senyawa lainnya (Haggag

Tabel 3. Kemampuan bakteri asal akar N. mirabilis
dalam menghambat pertumbuhan
F. oxysporum secara in vitro.

Table 3. The ability of bacteria from roots of
N. mirabilis in inhibiting the growth of
F. oxysporum in vitro.

Penghambatan pertumbuhan
(%)
Mrb2 5
Mrb3 -
Mrb4 -
Mrb6 60
Mrb8 -
Mrb9 -
Mrbl5 3
Mrb16 67
Mrb18 -
Mrb21 -

Isolat

Keterangan/Note :
= Tidak mampu menghambat pertumbuhan Fusarium
spp./Did not inhibit the growth of Fusarium spp.

pakier fenotip dan Gram bakteri antagonis asal perakaran tanaman N. mirabilis.
pic and Gram character of antagonistic bacteria from roots of N. mirabilis.

Warna Bentuk Elevasi Tepian Ukuran Gram
“atih kekuningan Irregular Flat Entire Moderate -
_okelat muda Circular Convex Entire Punctiform +
Putih kecokelatan Irregular Pulvinate Undulate Small "
ih kekuningan Irregular Raised Undulate Moderate -
ah cerah Irregular Convex Entire Moderate o
1 transparan Circular Raised Entire Punctiform +
ah Irregular Convex Undulate Moderate +
ik Circular Convex Entire Small I
ih kekuningan Spindle Raised Entire Moderate =+
~Putth kemerahan Circular Raised Entire Small -
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Mrb2

—
Mrbi16

Gambar 1. Hasil uji antagonis bakteri asal akar N. mirabilis dalam menghambat pertumbuhan Fusarium spp. seca

in vitro.
Figure 1.
Spp. in vitro.

dan Mohamed 2007; Prihatiningsih et al. 2015).
Antibiotik merupakan senyawa organik dengan
berat molekul rendah yang dihasilkan sebagai
metabolit sekunder dan bersifat menghambat
mikroorganisme lainnya dalam konsentrasi yang
rendah  (Walsh dan Wencewicz  2014).
Prihatiningsih et al. (2015) melaporkan bakteri
Bacillus subtilis strain B315 mampu menghasilkan
senyawa antibiosis dan mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Ralstonia solanacearum
secara in vitro. Umumnya, mekanisme antibiosis
ditunjukkan dengan munculnya zona bening di
sekitar koloni bakteri yang memiliki kemampuan
antibiosis. Tanda lainnya adalah dengan
terhambatnya pertumbuhan suatu patogen ke arah
agens hayati yang memproduksi senyawa
antibiosis (Prihatiningsih et al. 2015).

Mekanisme antibiosis oleh bakteri asal
perakaran tanaman telah dilaporkan pada
penelitian-penelitian sebelumnya. Pradana et al.
(2015) berhasil mengisolasi 21 isolat bakteri asal
perakaran tanaman Rhoeo discolour dan 7 isolat
diantaranya mampu menghambat pertumbuhan
F. oxysporum secara in vitro melalui mekanisme
antibiosis. Wiratno et al. (2019) yang mengisolasi
bakteri endofit asal akar tanaman lada juga
melaporkan beberapa isolat bakteri yang berhasil
diisolasi efektif = menekan pertumbuhan
F. oxysporum secara in vitro melalui mekanisme
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The antagonistic test result of bacteria from roots of N. mirabilis in inhibiting the growth of Fusariu

antibiosis. Hasil penelitian Pradana et al. (20

dan Wiratno et al. (2019) di atas selaras deng
hasil yang diperoleh dari penelitian ini, ya

beberapa bakteri asal perakaran tumbuhan dz

menghambat  pertumbuhan patogen melal
mekanisme antibiosis.

Aktifitas fisiologi bakteri asal perakars
N. mirabilis

Hasil  pengujian  aktifitas  fisiolg
menunjukkan terdapat 4 isolat yang memili
aktifitas proteolitik, 5 isolat memiliki aktifit
kitinolitik, 6 isolat mampu melarutkan fosfat,
4 isolat mampu memproduksi senyawa vola
HCN (Tabel 4).

Isolat bakteri dinyatakan memiliki aktifit
proteolitik apabila mampu memproduksi enzi
protease ekstraseluler. Enzim protease atau serir
disebut proteinase adalah enzim golong:
hidrolase yang mampu memecah protein menjz
molekul yang lebih sederhana seperti oligo peptid
pendek atau asam amino (Das dan Prasad 2010
Isolat bakteri dinyatakan memiliki aktifit
kitinolitik apabila mampu memproduksi enzii
kitinase ekstraseluler. Kitinase adalah enzim yan
akan mengkatalisis pemecahan senyawa polimi
kitin pada ikatan glikosidik B-1,4. Enzim kitinas



“wasi Bakteri Perakaran Nepenthes mirabilis

... (Mardhiana, Muh Adiwena, dan Ankardiansyah Pandu Pradana)

 Akifitas fisiologi bakteri antagonis asal perakaran N. mirabilis.
Physiological activities of antagonistic bacteria from N. mirabilis roofs.

Proteolitik Kitinolitik Melarutkan Fosfat Produksi HCN

- + = =

= -+ - 3

= + - +

+ + - -

= - + s

- - = +

-+ = - —

216 + + + i
- [ g ! 4
21 5 - + +

munjukkan aktivitas/Indicates activity.
i menunjukkan aktivitas/No activity.

menghidrolisa senyawa polimer Kitin
1 oligosakarida atau monomer N-asetil
dengan menghidrolisis kitin secara
| ikatan glikosidik (Dahiya et al. 2006).
am protease, enzim kitinase, dan HCN
senyawa yang diproduksi pada
antibiosis. Satu agens hayati dapat
juksi salah satu atau lebih dari ketiga
& atas (Sivasakthi ez al. 2014). Penelitian
oleh Wiratno et al. (2019)
bahwa isolat bakteri yang
mksi enzim kitinase efektif dalam
perkembangan  Fusarium  spp.
12015) juga melaporkan bakteri endofit
memiliki  aktifitas  proteolitk mampu
t perkembangan Fusarium spp. secara
Selanjutnya, bakteri yang memproduksi
dilaporkan efektif dalam menghambat
an Fusarium spp. secara in Vvitro
it al. 2019).
tazim protease dan kitinase dilaporkan
mendegradasi dinding sel Fusarium spp.
an Rabeeth 2010). Dinding sel cendawan
fanaman umumnya terdiri dari bahan
ng melekat pada gula, protein, lipid, dan
olisakarida. Kerusakan dinding sel akan
okan  pertumbuhan  Fusarium  spp.
Komponen-komponen  penyusun
sel memiliki peran yang besar dalam
nutrisi, degradasi substrat, dan

axdar

komunikasi (signalling) (Quecine et al. 2008;
Tang-um dan Niamsup 2012). Sekitar 80 %
dinding sel cendawan patogen tanaman terdiri atas
polisakarida. Struktur serat yang terdapat pada
dinding sel cendawan tersusun atas chitin,
chitosan, B-glukan, dan berbagai
heteropolysaccharides  (Bartnicki-Garcia  dan
Lippman 1989; Bowman dan Free 2006).

Diduga  kemampuan  bakteri  asal
N. mirabilis dalam menghambat pertumbuhan
Fusarium  spp. ada  kaitannya  dengan
kemampuannya memproduksi enzim ekstraseluler
dan senyawa HCN. Isolat Mrbl6 mampu
memproduksi enzim protease, enzim kitinase, dan
HCN. Isolat Mrb6 mampu memproduksi enzim
kitinase dan protease. Isolat Mrb2 mampu
memproduksi enzim kitinase (Tabel 4).

Agens hayati juga diketahui memiliki
peran ganda, selain mampu melindungi tanaman
dari infeksi patogen, juga mampu meningkatkan
pertumbuhan  tanaman  melalui  berbagai
mekanisme (Santoyo ef al. 2012). Bakteri pelarut
fosfat dapat melarutkan fosfat dari ikatan fosfat tak
larut melalui mekanisme sekresi asam-asam
organik atau mineralisasi fosfat dari bentuk ikatan
fosfat-organik menjadi fosfat-anorganik
(Chen et al. 2006). Beberapa isolat bakteri pelarut
fosfat memiliki kemampuan sebagai agens pemacu
pertumbuhan dan juga sebagai agens hayati
(Vassilev et al. 2006).
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KESIMPULAN

Terdapat 10 isolat bakteri asal perakaran
N. mirabilis dengan karakter fisiologi yang
beragam, yakni mampu memproduksi enzim
protease, enzim kitinase, senyawa volatii HCN
atau melarutkan fosfat. Tiga isolat diantaranya
bersifat antagonis terhadap F. oxysporum, yang
ditunjukkan dengan kemampuan menghambat
pertumbuhan F. oxysporum secara in vitro. Ketiga
isolat tersebut adalah isolat Mrbl6 dengan
kemampuan penghambatan 67 %, Mrb6 (60 %),
dan Mrb2 (5 %).
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