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ABSTRAK

Indonesia memiliki banyak tanaman yang berpotensi sebagai tanaman obat, salah
satunya adalah tanaman sirsak. Sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman yang
dapat tumbuh dengan baik pada daerah tropis seperti Indonesia. Bagian daun dari
tanaman sirsak dilaporkan mengandung asetogenin (ACGs) yang mampu berperan
sebagai antikanker. Mikroba endofit diketahui banyak tumbuh pada daun sirsak secara
simbiotik dengan membentuk koloni selama periode tertentu berupa bakteri dan kapang.
Beberapa bakteri endofit menghasilkan senyawa bioaktif yang karakternya sama dengan
senyawa yang diproduksi oleh inangnya. Khamir Saccharomyces cerevisiae merupakan
salah satu organisme uniseluler eukariot yang telah banyak digunakan sebagai model
organisme untuk mempelajari fisiologi sel manusia dan mempelajari mekanisme
regulasi apoptosis. Aktivitas inhibisi pada penelitian ini diteliti dengan uji viabilitas
menggunakan indikator MTT dan menghitung frekuensi petit dengan uji petit. Hasil uji
viabilitas didapatkan nilai absorbansi yang terendah yaitu 1.172 (sampel 4) dan 1.389
(sampel 7). Nilai frekuensi petit cukup tinggi pada konsentrasi 100 ppm yaitu mencapai
lebih dari 85%, sedangkan frekuensi tertinggi pada ekstrak Sir-C41 terdapat pada
konsentrasi 150 ppm yang hampir mencapai 100%. Hasil ini dapat dijadikan acuan
praduga untuk pengujian in vitro pada kultur sel kanker. Dapat disimpulkan bahwa
bakteri endofit memiliki aktivitas inhibisi terhadap sel khamir Saccharomyces
cerevisiae.

Kata kunci: daun sirsak, Saccharomyces, khamir.
ABSTRACT

Indonesia has many plants that have the potential as medicinal plants, one of which is
the soursop plant. Soursop (Annona muricata L.) is a plant that can grow well in
tropical regions such as Indonesia. The leaf part of the soursop plant is reported to
contain acetogenin (ACGs) which is capable of acting as an anticancer. Endophytic
microbes are known to grow in symbiotic soursop leaves by forming colonies during
certain periods of bacteria and mold. Some endophytic bacteria produce bioactive
compounds whose characteristics are the same as those produced by their hosts. Yeast
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Saccharomyces cerevisiae is one of the unicellular eukaryotic organisms that has been
widely used as a model of organisms to study human cell physiology and study the
regulatory mechanisms of apoptosis. In this study inhibition activity was carried out by
viability test by using MTT indicator and calculating petit frequency by petit test. The
results of the viability test obtained the lowest absorbance value of 1,172 (sample 4)
and 1,389 (sample 7). While the value of petit frequency is quite high at a concentration
of 100 ppm which reaches more than 85%, while the highest frequency in Sir-C41
extract is found at a concentration of 150 ppm which almost reaches 100%. These
results can be used as a reference presumption for in vitro testing of cancer cell
cultures. In this study, endophytic bacteria produced inhibitory activity against yeast
cells of Saccharomyces cerevisiae.

Keywords: soursol leaves, Saccharomyces, yeast.

1. PENDAHULUAN

Indonesia memiliki banyak tanaman-tanaman yang berpotensi sebagai tanaman
obat, salah satunya adalah sirsak. Sirsak (Annona muricata L.) merupakan tanaman
yang berasal dari Amerika Latin dan merupakan tanaman yang dapat tumbuh dengan
baik pada daerah tropis termasuk Indonesia (Suhendar, 2015). Sirsak adalah tanaman
obat yang secara empiris memiliki aktivitas sebagai agen antikanker. Annonaceous
acetogenins (ACGs) yang terkandung dalam tanaman sirsak yang mampu berperan
sebagai antikanker (Retnani, 2011). Salah satu bahan alami yang memiliki potensi
antikanker tersebut terdapat pada daun sirsak.

Daun sirsak adalah salah satu bagian dari tanaman sirsak yang secara empiris
banyak digunakan sebagai obat. Senyawa bioaktif yang terkandung dalam daun sirsak
diduga erat kaitannya dengan keberadaan mikroba endofit dalam tanaman tersebut.
Keberadaan mikroorganisme endofit dari daun sirsak sangat memungkinkan untuk
ditemukan berbagai macam senyawa kimia baru yang berpotensi besar sebagai bahan
baku obat.

Penelitian yang mempelajari potensi mikroba endofit dalam menghasilkan
senyawa bioaktif telah banyak dilakukan. Senyawa bioaktif yang dihasilkan antara lain
senyawa antikanker, antimikroba, dan sebagainya. Keberadaan bakteri endofit pada
daun sirsak diketahui sangat tinggi dan sebagian besar studi hanya mengkaji tentang

kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa bioaktif. Penelitian ini
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berfokus pada potensi ekstrak bakteri endofit terhadap viabilitas sel-sel khamir

saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae dapat digunakan sebagai salah satu model sel eukariot
yang sekuens genom lengkapnya sangat bermanfaat sebagai referensi bagi sekuens gen
manusia dan makhluk eukariot lainnya (Rempola et al, 2001; Rahman, 2015). Shahidi et
al. (2002) menjelaskan bahwa S. cerevisiae dapat dimanipulasi sehingga merupakan
model yang sempurna sebagai sel eukariot untuk uji antikanker. Uji antikanker
menggunakan S. cerevisiae didasari oleh kemampuan senyawa uji dalam menghambat
pertumbuhan S. cerevisiae pada media tumbuh. Melalui penelitian ini diharapkan dapat
diperoleh informasi tentang aktivitas bakteri endofit terhadap viabilitas khamir
saccharomyces cerevisiae sebagai praduga antikanker. Melihat belum diketahuinya
manfaat dan aktivitas biologis bakteri endofit dari daun sirsak, maka dibutuhkan
penelitian bakteri endofit ini dengan mengamati aktivitasnya terhadap viabilitas
Saccharomyces cerevisiae untuk mengungkap potensinya sebagai antikhamir bahkan
sebagai indikasi antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh ekstrak etil
asetat bakteri endofit daun sirsak terhadap viabilitas Saccharomyces cerevisiae dan
diharapkan dapat memberikan informasi tentang bakteri endofit dari daun sirsak yang
memiliki aktifitas penghambatan viabilitas Saccharomyces cerevisiae serta dapat
dijadikan sebagai acuan dan pertimbangan dalam penelitian lebih lanjut ekstrak bakteri
endofit daun sirsak sebagai indikasi antikanker.

2. BAHAN DAN METODE

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan pada percobaan ini adalah 12 isolat bakteri daun sirsak, 2
isolat berasal dari Sukabumi (Sir-S54, Sir-S42), 5 isolat berasal dari Cianjur (Sir-C41,
Sir-C22, Sir-C13, Sir-C41, Sir-C52) dan 5 isolat berasal dari Garut (Sir-G45, Sir-G52,
Sir-G33, Sir-G41, Sir-G35), brain heart infusion (BHI), akuades steril, alkohol 70%,
etil asetat, yeast extract peptone dextrose (YEPD), khamir Saccharomyces cerevisiae,
DMSO, MTT, glukosa 2% dan etanol.
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Alat yang digunakan pada percobaan adalah neraca analitik, gelas ukur,
erlenmeyer, cawan petri, rak tabung, korek api, botol kaca, bunsen, pH meter, magnetic
stirer, inkubator, gelas piala, alumunium foil, autoklaf, tissue, plastik wrap, gelas ukur,
plastik, karet, tabung reaksi, sentrifuge, shaker, pipet tetes, pipet mikro, lemari es dan
freezer, rotary evaporator, effendorf, batang penyebar, microplate 96 wells, dan

microplate reader.

Kultivasi Isolat

Isolat bakteri endofit yang telah diremajakan masing-masing diinokulasikan ke
dalam tabung erlenmeyer berisi 200 mL media BHI. Tiap tabung erlenmeyer dilakukan
fermentasi dengan menggunakan shaker orbital pada suhu kamar selama 24 jam.

Ekstraksi Kultur Bakteri Endofit

Isolat yang telah dikultivasi kemudian dilakukan ekstraksi untuk mendapatkan
senyawa utama bakteri endofit. Isolat bakteri yang tumbuh dalam media BHI 200 mL
kemudian ditambahkan pelarut etil asetat 200 mL sampai volume terbaca pada
enlenmeyer sebesar 500 mL. Setelah bakteri yang tumbuh terendam dalam larutan etil
asetat kemudian dikocok manual menggunakan corong pisah selama 15 menit, hal ini
dilakukan untuk melarutkan senyawa bakteri endofit yang didapat pada larutan etil
asetat. Kemudian larutan atas fraksi dituangkan dalam labu didih, lapisan kedua fraksi
tidak boleh sampai ikut masuk labu didih. Lapisan atas fraksi dievaporasi dengan
evaporator dalam kondisi vakum, suhu air bak 30°C dan setelah selesai ditimbang bobot

ekstrak bakteri endofit yang dihasilkan.

Skrining Viabilitas Khamir S.Cerevisiae dengan Indikator Methyl Thyazol
Tetrazolium (MTT)

Skirining viabilitas khamir dilakukan dengan menggunakan indikator MTT yang
ditetesi pada lubang kecil yang disebut microplate dengan 96 well plate (Mishra et al.,
2008; Rahman, 2015). Ekstrak yang akan diujikan terlebih dahulu dilarutkan dengan 0.5
mL DMSO kemudian diencerkan dengan akuades steril hingga diperoleh konsentrasi
512 pgmL™. Sebanyak 12 ekstrak bakteri endofit diencerkan dengan aquades hingga

konsentrasi 40 pg.mL?, kemudian pada setiap sumur dimasukkan 50 pL ekstrak, dan 50
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pL media BHI 2x. Tiap kolom yang telah berisi campuran media dan berbagai ekstrak
tersebut ditanami dengan 10 pL suspensi khamir, perlakuan ini dilakukan 3 Kali
ulangan. Selanjutnya, campuran tersebut diinkubasi sekaligus di shaker dengan suhu
ruang selama 24 jam.

Pertumbuhan khamir diamati dengan cara melihat kekeruhannya. Setelah itu,
campuran tersebut yang telah diinkubasi selama 24 jam ditambahkan 10 pl MTT
konsentrasi 20 pg.mL™ dan diinkubasi selama 1 jam. Setelah itu, campuran tersebut
ditambahkan 100 pL isopropanol 0,04 M HCI. selanjutnya campuran tersebut diukur
dengan microplate reader pada panjang gelombang 595 nm. Setelah itu dilihat nilai
absorbansi pada setiap sampel. Viabilitas sel khamir akan semakin tinggi jika nilai

absorbansi yang dimiliki sampel tinggi.

Identifikasi Perubahan Bentuk Sel dengan Uji Petit (Granot et al., 2003)
Uji petit dilakukan dengan beberapa tahap penyiapan kultur khamir. Perlakuan
kultur khamir dengan ekstrak dan uji frekuensi petit.

Penyiapan Kultur Saccaromyces cerevisiae (Granot et al. 2003, Lusiana 2010)

Sel khamir pada proses peremajaan, ditumbuhkan pada media padat YEPD yang
memiliki komposisi 1% yeast extract, 2% baktopepton, 1% glukosa, 1,8% bakto agar
serta aquades 200 mL. Sel diinkubasi pada suhu 28 °C selama 2 hari.

Sel khamir yang telah diremajakan sebanyak dua ose dipindahkan ke dalam 200
mL medium cair YEPD suhu 28 -C sampai fase stasioner selama 4 hari. Setelah 4 hari
khamir disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm, suhu 4 °C, selama 10 menit. Pelet

yang didapat dicuci 2 kali dengan 40 mL aquades.

Perlakuan Sel Khamir Saccaromyces Cerevisiae dengan Ekstrak

Sel khamir yang telah diremajakan sebanyak dua ose dipindahkan ke dalam 200
mL medium cair YEPD suhu 28 °C sampai fase stasioner selama 4 hari. Komposisi
medium cair penumbuh khamir (YEPD) adalah 1% yeast extract, 2% pepton, dan 0.1%
glukosa serta aquades 200 mL. Setelah 4 hari khamir disentrifugasi dengan kecepatan
4000 rpm, suhu 4°C, selama 10 menit. Pelet yang didapat dicuci 2 kali dengan 40 mL
aquades. Pelet sebanyak 600 pL ditambahkan ekstrak 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200
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ppm dan 250 ppm kemudian diinkubasi pada 37 °C selama 24 jam. Ekstrak diganti
dengan akuades untuk kontrol negatif, dan ekstrak diganti dengan glukosa 2% untuk

kontrol positif.

Uji Frekuensi Petit

Sebanyak 50 pL larutan hasil inkubasi perlakuan pada 37 °C selama 24 jam,
disebarkan ke media petit dan YEPD dan diinkubasi pada 28 °C. Komposisi media petit
adalah 1% yeast exstract, 2% pepton, dan 0.1% glukosa, 1.8% agar, 2 mL etanol 2%
serta akuades. Setelah 24 jam koloni yang muncul dihitung. Sel-sel khamir yang
mengalami petit, koloninya akan tampak berukuran lebih kecil dibandingkan dengan
sel-sel khamir normal. Sel-sel khamir yang mengalami petit dihitung frekuensi petitnya

berdasarkan jumlah koloni petit dengan rumus:

Y. koloni petit

0,
Skoloni petit + Y koloni normal 100%

Analisis Data

Rancangan percobaan pada penelitian ini adalah rancangan acak lengkap (RAL).
Model rancangan tersebut adalah: Yij = p + 1i + €ij (1 = pengaruh rataan umum; ti =
pengaruh rataan ke-i, i=1, 2, 3, 4; &ij = pengaruh galat perlakuan ke-i dan ulangan ke-j; j
=1, 2,3,4,5,6,7,8; Yij = pengamatan perlakuan ke-i dan ulangan ke-j). Data yang telah
diperoleh dianalisis dengan analysis of variance (ANOVA) pada selang kepercayaan
95% dan taraf a = 0.05, uji lanjut yang digunakan adalah uji Duncan. Semua data

dianalisis dengan program SPSS.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Viabilitas Khamir Saccharomyces cerevisiae dengan Indikator MTT

Aktivitas inhibisi ekstrak bakteri endofit dari daun sirsak dilakukan dengan uji
viabiltas dengan menggunakan indicator methyl thiazol tetrazolium (MTT). Aktivitas ini
dihasilkan oleh kesamaan karakteristik fitokimia pada tanaman inangnya (Tan zou,
2001). Kandungan fitokimia pada tanaman sirsak dimungkinkan memiliki karakteristik
sama dengan karakteristik bakteri endofit yang tumbuh secara simbiosis pada tanaman

sirsak. Hal ini diakibatkan mikroba yang tumbuh pada jaringan tanaman inang
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mengalami kombinasi aktivitas antara tanaman sirsak dengan mikroba endofit, sehingga

terjadi transfer genetik antara keduanya.
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Gambar 1. Reaksi pembentukan formazan yang terjadi dalam sel

Prinsip Indikator MTT ini adalah reaksi redoks yang terjadi di dalam sel
(Gambar 1). Methyl thyazol tetrazolium (MTT) direduksi menjadi garam formazan oleh

enzim suksinat dehidrogenase yang terdapat di dalam mitokondria sel hidup.
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Gambar 2. Aktivitas inhibisi terhadap viabilitas khamir saccharomyces cerevisiae

Kemampuan viabilitas khamir dapat dilihat dari terbentuknya garam formazan
tersebut, dan dapat dilihat dari perubahan warna yang terbentuk. Adanya gelembung
CO2 dan tercium bau khas fermentasi oleh khamir menandakan sel khamir mengalami
pertumbuhan sel cukup baik. Sel khamir ini tumbuh subur jika ditumbuhkan pada pada
media YEPD disebabkan sel khamir tersebut memperoleh cukup nutrisi. Sedangkan
pada media petit, sel-sel khamir tidak memperoleh cukup nutrisi disebabkan kurangnya
sumber karbon yang tersedia di dalam sel, akibatnya sel mengalami perubahan menjadi
koloni petit. Hasil uji pada penghambatan aktivitas etil asetat bakteri endofit daun sirsak
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ini dilakukan skrining dengan indikator MTT ditandai dengan adanya perubahan warna
dan nilai absorbansi. Nilai absorbansi yang terendah yaitu 1.172 (sampel 4) dan 1.389
(sampel 7). Adapun sampel 3 memiliki nilai absorbansi yang tertinggi, menandakan

bahwa viabilitas khamir tinggi dan aktivitas inhibisi semakin rendah.

Kemampuan Ekstrak Bakteri Endofit dalam Menghambat Pertumbuhan Khamir

S.cerevisiae dengan Uji Petit (Granot et al., 2003)

Telah dilaporkan bahwa koloni khamir yang mengalami apoptosis dapat
dibedakan dari koloni normal. Salah satu petanda koloni yang mengalami apoptosis
yaitu berubah menjadi koloni petit disebabkan karena kehilangan kemampuan respirasi
pada mitokondria (disfungsi mitokondria) akibat proses apoptosis sehingga laju
pertumbuhan sel-sel khamir yang mengalami apoptosis jauh lebih lambat dari sel-sel
khamir normal (Madigan et al., 2000; Lusiana, 2010).

Komposisi media petit yang digunakan untuk uji petit ini sedikit berbeda dengan
media standar (YEPD). Konsentrasi glukosa pada media petit dibuat seminimal
mungkin untuk hanya menumbuhkan sel khamir yang petit.

Sel khamir yang mengalami perubahan petit akibat disfungsi mitokondria
menyebabkan sel khamir tidak dapat memanfaatkan etanol sebagai sumber karbon
sebagai sumber energinya. Sel khamir yang telah mengalami petit dapat tetap tumbuh
namun dengan ukuran yang kecil dengan konsentrasi glukosa yang minimum.
Sedangkan sel tidak mengalami petit dapat memanfaatkan etanol sebagai sumber karbon
karena mitokondrianya tidak mengalami kerusakan sehingga sel khamir tetap tumbuh
dengan baik.

Berdasarkan hasil skrining tersebut dilanjutkan uji petit untuk menghitung
frekuensi petit. Uji petit yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan kontrol
glukosa sebagai kontrol positif karena menurut Granot dan Snyder (1991), glukosa 2%
dapat menginduksi apoptosis pada sel khamir (Saccharomyces cerevisiae) dan kontrol
akuades sebagai kontrol negatif. Berikut tabel frekuensi petit dengan konsentrasi

bertingkat.
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Tabel 1. Frekuensi petit ekstrak bakteri endofit dengan konsentrasi bertingkat

_ Frekuensi

Sampel Sel Petit Sel Normal _
Petit (%)

Sir-S542 3 2 60,0+ 10,6
Sir-S54° 21 3 87,5+6,0
Sir-S54°¢ 2 3 60,0+ 0,0
Sir-S54¢ 1 3 25,0+ 42,9
Sir-S54¢ 1 2 33,3+ 16,8
Sir-C412 5 2 71,4+ 8,1
Sir-c41° 9 2 81,8+ 34,3
Sir-C41° 540 2 99,6 £0,1
Sir-c41¢ 287 2 99,3 £ 0,003
Sir-C41° 1 1 50,0+ 17,7
K(AQ) 1 28 34+ 04
K (GI) 360 0 100,0£0,0

Berdasarkan Tabel 1 dapat dilihat frekuensi petit dengan induksi oleh glukosa
menunjukkan hasil yang positif, glukosa memberikan pengaruh untuk membuat sel
khamir menjadi petit. Hal ini sesuai dengan teori yang menyebutkan bahwa sel yang
sedang mengalami apoptosis akan menunjukkan karakteristik morfologis antara lain
pengerutan sel atau petit (Ligr et al., 1998).

Berdasarkan hasil penelitian terlihat bahwa jumlah petit pada kontrol glukosa
2% sangat tinggi hingga mencapai 100% sedangkan pada kontrol akuades terlihat
jumlah petitnya hanya 3,4% (Tabel 1). Glukosa dapat menyebabkan kematian sel
khamir dalam beberapa jam tanpa penambahan nutrisi lain untuk mendukung
pertumbuhannya. Glukosa dapat memicu kematian sel yang ditandai dengan kerusakan
membran, degradasi RNA dan DNA, fragmentasi dan penyusutan inti sel (Granot et al.,
2003). Kemampuan ekstrak Sir-S54 dalam menghambat apoptosis sel khamir
(Saccharomyces cerevisiae) cukup tinggi pada konsentrasi 100 ppm yaitu mencapai
lebih dari 85%, sedangkan frekuensi tertinggi pada ekstrak Sir-C41 terdapat pada

konsentrasi 150 ppm yang hampir mencapai 100%.
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4. KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak bakteri endofit dari daun sirsak
yang memiliki aktivitas inhibisi tertinggi terhadap viabilitas khamir saccharomyces
cerevisiae adalah ekstrak Sir-S54 dengan nilai penghambatan 1.172 dan nilai frekuensi
petit 87.5% dan ekstrak Sir-C41 dengan nilai penghambatan 1.389 dan nilai frekuensi
petit mencapai 99.6%.
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