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ABSTRAK

Fungi endofit merupakan sekelompok jamur yang sebagian atau seluruh hidupnya berada dalam
jaringan tumbuhan hidup dan biasanya tidak merugikan inangnya. Fungi endofit umumnya
memproduksi metabolit sekunder yang memiliki aktivitas biologis yang bermanfaat seperti
antibiotik, antifungi, antioksidan dan antikanker. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi fungi
endofit dari Kulit Buah Merah (Pandanus conoideus Lamk.) Asal Kabupaten Jayapura serta menguji
aktivitas antibakteri metabolit sekunder isolat fungi endofit yang diperoleh terhadap bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Proses isolasi fungi endofit menghasilkan 3 buah isolat
yang diberi kode BM-1, BM-2 dan BM-3. Isolat yang paling aktif pada uji antagonis yaitu isolat
dengan kode BM-1. Produksi senyawa antibakteri dilakukan melalui proses fermentasi selama 13
hari pada kondisi teragitasi menggunakan medium PDY. Proses fermentasi menghasilkan cairan
fermentasi dan misella fungi. Cairan fermentasi diekstraksi 2 kali dengan pelarut etil asetat (1:1 v/v)
dalam corong pisah dan misella fungi diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan metanol. Uji
aktivitas antibakteri metabolit sekunder isolat BM-1 pada ekstrak etil asetat dengan konsentrasi
10%, 5% dan 2,5% diperoleh hasil rata-rata diameter zona hambat terhadap Staphylococcus aureus
sebesar 23,84 mm; 20,40 mm dan 17,71 mm dan Escherichia coli sebesar 18,95 mm; 13,54 mm dan
11,64 mm. Ekstrak metanol diperoleh hasil rata-rata diameter zona hambat terhadap
Staphylococcus aureus sebesar 11,64 mm dan Escherichia coli sebesar 9,03 mm.

Kata kunci: Antibakteri, Escherichia coli, Pandanus conoideus Lamk., Staphylococcus aureus
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Endophytic fungi are a group of fungi that partially or completely live in living plant tissue and
usually do not harm their host. Endophytic fungi generally produce secondary metabolites that
have beneficial biological activities such as antibiotics, antifungals, antioxidants and anticancer.
This study aimed to isolate endophytic fungi from the skin of Buah Merah (Pandanus conoideus
Lamk.) Origin of Jayapura Regency and tested the antibacterial activity of secondary metabolites
of endophytic fungi isolate obtained against Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria.
The isolation process of endophytic fungi produced 3 isolates coded BM-1, BM-2 and BM-3. The
most active isolate in the antagonist test is the isolate with the code BM-1. Production of
antibacterial compounds is carried out through a fermentation process for 13 days under agitated
conditions using PDY medium. The fermentation process produces fermentation liquid and fungal
misella. The fermentation liquid was extracted 2 times with ethyl acetate solvent (1:1 v/v) in a split
funnel and the fungal misella was extracted by maceration using methanol. Test of antibacterial
activity of secondary metabolites of BM-1 isolate on ethyl acetate extract with concentrations of
10%, 5% and 2.5% obtained the average diameter of the inhibitory zone against Staphylococcus
aureus of 23.84 mm; 20.40 mm and 17.71 mm and Escherichia coli by 18.95 mm; 13.54 mm and 11.64
mm. Methanol extract obtained the average diameter of the inhibitory zone against
Staphylococcus aureus of 11.64 mm and Escherichia coli of 9.03 mm.

Keywords: Antibacterial, Escherichia coli, Pandanus conoideus Lamk., Staphylococcus aureus

PENDAHULUAN

Infeksi merupakan salah satu penyebab utama penyakit di dunia terutama di negara
berkembang seperti Indonesia. Indonesia termasuk salah satu negara yang beriklim tropis serta
memiliki temperatur yang hangat dan lembab, sehingga mendukung mikroba untuk terus
berkembang biak dan pada akhirnya dapat menyebabkan infeksi. Infeksi dapat disebabkan oleh
berbagai mikrooganisme seperti virus, bakteri, jamur dan protozoa (Kumalasari dan Nanik, 2011).

Pengobatan infeksi dimulai dari ditemukannya sumber infeksi yang umumnya
menggunakan antibiotik sintetik. Penggunaan antibiotik dalam jangka waktu lama akan
berdampak negatif yaitu bakteri akan menjadi resisten atau kebal terhadap antibiotik yang
diberikan. Meningkatnya resistensi terhadap antibiotik-antibiotik yang digunakan menjadi suatu
masalah baru bagi kesehatan, oleh sebab itu diperlukan alternatif lain untuk mendapatkan
antibakteri yang mampu menghambat atau membunuh bakteri tersebut. Penggunaan bahan-
bahan alami salah satunya baik dari tanaman maupun endofit (Utami, 2012).

Fungi endofit merupakan fungi yang hidup di dalam sistem jaringan tanaman dan
bersimbiosis mutualisme atau saling menguntungkan satu sama lain. Jaringan tanaman yang
terdapat fungi endofit dapat menghasilkan senyawa yang memiliki khasiat sama dengan tanaman
inangnya, walaupun jenis senyawanya berbeda. Fungi endofit sangat menguntungkan, karena
siklus hidup mikroba endofit lebih singkat dibandingkan siklus hidup tumbuhan inangnya,
sehingga dapat menghemat waktu yang dibutuhkan untuk mendapatkan senyawa tersebut dan
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jumlah senyawa yang diproduksi dapat dibuat dalam skala yang besar dengan menggunakan
proses fermentasi. Keuntungan lain yang diperoleh yaitu menjaga kelestarian tumbuhan obat,
terutama yang termasuk jenis tumbuhan langka agar tidak dieksploitasi secara terus menerus
yang akhirnya akan mengakibatkan kepunahan dari tumbuhan langka tersebut (Prihatiningtias,
2008).

Buah merah dapat ditemukan di daerah Papua. Papua merupakan bagian dari wilayah Timur
Indonesia yang sebagian besar daratannya masih berupa hutan belantara. Masyarakat Papua
meyakini bahwa buah merah dapat mengobati penyakit degeneratif seperti kanker,
arteriosklerosis, rheumatoid arthritis dan stroke. Buah merah memiliki senyawa metabolit
sekunder yang bersifat antibakteri yaitu fenol, flavonoid, steroid (triterpenoid), tanin dan saponin
(Djamil R, et al. 2006).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Indrawati (2016) menunjukkan bahwa ekstrak air buah
merah dapat menghambat Salmonella typhi dengan rata-rata diameter zona hambat sebesar
14.78 mm dan Bacillus cereus sebesar 15.72 mm. Ekstrak etanol buah merah dapat menghambat
Staphylococcus aureus sebesar 14.39 mm dan Klebsiella pneumonia sebesar 8,28 mm. Ekstrak
butanol buah merah dapat menghambat Escherichia coli sebesar 14.56 mm dan Bacillus cereus
sebesar 9.33 mm.

Penelitian Asrianto, et al. (2021) menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji buah merah
memiliki senyawa bioaktif seperti fenol, flavonoid, steroid, terpenoid, alkaloid dan tannin yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Berdasarkan hasil penelitian di atas, dapat disimpulkan bahwa buah merah (Pandanus
conoideus Lamk.) memiliki kemampuan sebagai antibakteri dan penelitian tersebut harus
dikembangkan. Penelitian tentang mikroba endofit khususnya fungi endofit pada kulit buah
merah (Pandanus conoideus Lamk.) sudah pernah dilakukan. Perbedaan penelitian ini dengan
penelitian sebelumnya yaitu pada penelitian sebelumnya bakteri yang digunakan yaitu Salmonella
typhy dengan metode KLT-Bioautografi sedangkan pada penelitian ini bakteri yang digunakan
yaitu Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan menggunakan metode Difusi Kirby-Bauer.

METODE

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah alat-alat gelas laboratorium (Pyrex®),
autoklaf (All American Model 25X-2®), batang pengaduk, bunsen, cawan petri, cork borer, cover
glass, gunting, incubator (WTC Binder®), jangka sorong (Krisbow®), Laminar Air Flow (Envirco®),
lemari pendingin (Panasonic®), pisau skalpel, mikropipet (Nesco®), mikroskop (Binokuler XSZ 107
BN®), objek glass, ose, oven (Fisher®), pinset, shaker (Gemmy Orbit model VRN-480®) dan
timbangan analitik (Fujitsu®)

Bahan yang digunakan yaitu akuades, aluminium foil, bakteri Escherichia coli ATCC 11775,
bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923, extrack yeast (Merck®), etanol 70%, etil asetat,
kloramfenikol, kulit buah merah (Pandanus conoideus Lamk.), larutan NaOCl 5,25% (Bayclin®),
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medium Potato Dekstrose Agar (PDA) (Merck®), medium Nutrient Agar (NA) (Merck®), medium
Potato Dekstrose Broth (PDB) (Merck®), medium Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck®), metilen
blue, paper disc dan tisu.

Sampel penelitian yang digunakan berupa kulit buah merah (Pandanus conoideus Lamk.)
yang diperoleh dari Distrik Waibu, Kecamatan Sentani, Kabupaten Jayapura, Provinsi Papua, S
2o31’58. 7928’’, E 116o54’52.524’’. Sampel kulit buah merah (Pandanus conoideus Lamk.)
dibersihkan dengan air mengalir untuk menghilangkan tanah dan kotoran yang menempel pada
sampel.

Alat-alat yang digunakan berupa gelas direndam dan dicuci hingga bersih dengan
menggunakan detergen. Cawan petri dan alat-alat gelas lainnya kemudian dibungkus terlebih
dahulu dengan kertas dan disterilkan menggunakan oven pada suhu 180oC selama 2 jam. Alat
yang terbuat dari plastik atau yang tidak tahan pemanasan tinggi dan alat-alat gelas yang berskala
disterilkan di autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit. Ose disterilkan dengan pemijaran di atas
api bunsen secara langsung sebelum digunakan.

Media PDA ditimbang sebanyak 39 g kemudian dilarutkan dalam 1000 mL air suling dan
dipanaskan. Media yang sudah jadi disterilkan didalam autoklaf pada suhu 121oC tekanan 2 atm
selama 15 menit (Fardiaz, 1988). Media PDB ditimbang sebanyak 26,5 g dan media ekstrak yeast
ditimbang sebanyak 4 g kemudian dilarutkan hingga 1000 mL dengan air suling dan dipanaskan.
Media yang sudah jadi disterilkan didalam autoklaf pada suhu 121oC tekanan 2 atm selama 15 menit
(Fardiaz, 1988). Media NA ditimbang sebanyak 23 g kemudian dilarutkan dalam 1000 mL air suling
dan dipanaskan. Media yang sudah jadi disterilkan didalam autoklaf pada suhu 121oC tekanan 2
atm selama 15 menit (Fardiaz, 1988). Media MHA ditimbang sebanyak 38 g kemudian dilarutkan
dalam 1000 mL air suling dan dipanaskan. Media yang sudah jadi disterilkan didalam autoklaf pada
suhu 121oC tekanan 2 atm selama 15 menit (Fardiaz, 1988).

Kulit buah merah (Pandanus conoideus Lamk.) yang telah bersih dipotong kecil dengan
ukuran +2 cm. Sampel dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL kemudian ditambahkan etanol
70% sampai terendam. Sterilisasi selama 2 menit menggunakan etanol 70% kemudian dilanjutkan
sterilisasi dengan bayclin (NaOCl 5,25%) selama 2 menit. Sampel dibilas dengan akuades steril
sebanyak 3 kali, masing-masing selama 1 menit. Sampel ditiriskan dalam cawan petri steril,
kemudian dipotong dengan pisau skalpel ukuran +1 cm. Bagian potongan diletakkan di atas
medium PDA yang telah ditambahkan kloramfenikol untuk mencegah pertumbuhan bakteri
kemudian diinkubasi pada suhu kamar 25oC selama 2 hari. Air bilasan terakhir akuades
diinokulasikan pada medium PDA sebagai kontrol. Pertumbuhan fungi diamati setelah 2 hari
kemudian diisolasi untuk mendapatkan biakan murni (Peterson, et al. 2005).

Pemurnian fungi endofit yang tumbuh pada masing-masing medium PDA plate lain
selanjutnya diinkubasi selama 3 hari pada suhu 25oC. Pengamatan dilakukan terhadap bentuk dan
warna koloni. Koloni yang berbeda bentuk maupun warnanya disubkultur lagi pada medium PDA
miring sampai diperoleh koloni murni. Pemurnian ini bertujuan untuk memisahkan koloni endofit
yangmemiliki morfologi yang berbeda satu dan yang lainnya (Peterson, et al. 2005).
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Pembuatan stok dan peremajaan bakteri uji dilakukan dengan mengambil 1 ose
biakanbakteri murni kemudian digoreskan di atas permukaan medium NA miring. Biakan bakteri
diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37oC (Djide & Sartini, 2008).Bakteri uji hasil peremajaan
diambil dengan menggunakan jarum ose dan disuspensikan ke dalam tabung berisi 5 mL larutan
NaCl steril 0,9%. Kekeruhan yang diperoleh kemudian disetarakan dengan standar Mc Farland 0,5%
yaitu setara dengan pertumbuhan 1,5x108 CFU/mL (Djide & Sartini, 2008).

Medium agar yang berisi isolat murni dipotong menggunakan cork borer dan ditempatkan
di atas permukaan medium MHA yang telah berisi bakteri uji, selanjutnya diinkubasi selama 1 hari
pada suhu 37oC.Isolat diamati kemampuannya dalam menghambat bakteri uji yang ditandai
dengan terbentuknya zona bening di sekitar isolat (Peterson, et al. 2005). Isolat aktif hasil uji
antagonis diambil menggunakan jarum preparat dan diletakkan di atas permukaan objeck glass,
lalu ditetesi pewarna lactophenol cotton blue atau alternatif metilen blue untuk membantu
mengamati struktur mikroskopisnya. Preparat ditutup dengan deck glass kemudian diamati di
bawah mikroskop dengan perbesaran 400x dan 1000x. Isolat aktif dimasukkan ke dalam labu
erlenmeyer 500 mL yang mengandung 150 mL medium cair PDY. Fermentasi dilakukan pada suhu
25oC selama 13 hari pada kondisi tergojok pada laju kecepatan 150 rpm (Burhamzah, et al. 2020).

Proses penyaringan hasil fermentasi dilakukan untuk memisahkan cairan fermentasi dan
miselia fungi, kemudian cairan fermentasi diekstraksi 2 kali dengan pelarut etil asetat (1:1 v/v)
dalam corong pisah selama 20 menit dan miselia fungi diekstraksi dengan cara maserasi
menggunakan metanol. Ekstrak yang diperoleh diuapkan lalu disimpan pada desikator untuk
digunakan pada uji selanjutnya (Liu, et al. 2001).

Pengujian aktivitas antibakteri pada sampel dilakukan dengan metode difusi agar. Medium
yang digunakan untuk penentuan daya hambat adalah medium MHA. Suspensi bakteri uji
diinokulasi pada cawan petri dan ditambahkan dengan medium MHA. Ekstrak etil asetat 10%
dibuat dengan cara menimbang 50 mg ekstrak etil asetat kemudian dicukupkan dengan pelarut
etil asetat hingga volume 500 µL. Ekstrak etil asetat 5% dibuat dengan cara memipet 250 µL
ekstrak etil asetat konsentrasi 10% kemudian dicukupkan dengan pelarut etil asetat hingga volume
500 µL. Ekstrak etil asetat 2,5% dibuat dengan cara memipet 250 µL ekstrak etil asetat 5%
kemudian dicukupkan dengan pelarut etil asetat hingga volume 500 µL.

Ekstrak metanol 10% dibuat dengan cara menimbang 50 mg ekstrak metanol kemudian
dicukupkan dengan pelarut metanol hingga volume 500 µL. Ekstrak etil asetat 10%; 5%; 2,5%; hasil
ekstraksi yang tidak larut etil asetat dan ekstrak metanol 10% diteteskan sebanyak 20 µL pada
masing-masing paper disc dan diuapkan selama 20 menit sebelum diletakkan pada media uji.
Paper disc diletakkan secara aseptis pada permukaan medium yang telah berisi bakteri uji.
Antibiotic Amoxicillin paper disc digunakan sebagai kontrol positif dan paper disc yang berisi etil
asetat digunakan sebagai kontrol negatif, kemudian diinkubasi pada suhu 37ºC selama 1 x 24 jam.
Pengamatan dilakukan terhadap zona bening yang tebentuk di sekitar paper disc. Zona bening
berupa zona hambatan yang diukur menggunakan jangka sorong dengan ketelitian 0.05 mm.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil pengamatan yang diperoleh pada penelitian Isolasi Fungi Endofit dari Kulit Buah

Merah Asal Kabupaten Jayapura sebagai Penghasil Senyawa Antibakteri dapat dilihat pada tabel
berikut:

Tabel 1. Hasil Pengamatan Isolat Fungi Endofit

Kode Isolat Tampak Depan Tampak Belakang

BM-1

BM-2

BM-3

Tabel 2. Hasil Pengamatan Makroskopik Isolat Fungi Endofit

Isolat

Karakteristik Makroskopik

Warna
Permukaan
Koloni

Pigmentasi Koloni Tekstur Koloni
Bentuk
Koloni

BM-1 Putih Putih Kekuningan
Halus Seperti
Kapas

Bundar

BM-2 Putih Putih Kekuningan
Halus Seperti
Kapas

Bundar

BM-3 Putih Putih Kekuningan
Halus Seperti
Kapas

Bundar
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Tabel 3. Hasil Pengamatan Uji Antagonis Menggunakan Bakteri Uji

Isolat
Bakteri Uji

Staphyllococcus aureus Escherichia coli

BM-1 +++ +++

BM-2 +++ +++

BM-3 +++ +++

Keterangan: + : Lemah
++ : Sedang
+++ : Kuat

Tabel 4. Uji Aktivitas Antibakteri Metabolit Sekunder Isolat fungi Endofit Kode BM-1

Perlakuan
Rata-Rata Diameter Zona Hambat pada Bakteri Uji (mm)

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Ekstrak etil asetat 10% 23,84 mm 18,95 mm

Ekstrak etil asetat 5% 20,40 mm 13,54 mm

Ekstrak etil asetat 2,5% 17,77 mm 11,64 mm

Ekstrak metanol 9,03 mm 11,64 mm

Filtrat larut air - -

Kontrol (-) Etil asetat - -
Kontrol positif (+) Amoxicilin 32,11 mm 12,48 mm

Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi fungi endofit dari Kulit Buah Merah (Pandanus
conoideus Lamk.) Asal Kabupaten Jayapura serta menguji aktivitas antibakteri metabolit sekunder
isolat fungi endofit yang diperoleh terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.
Fungi endofit berhasil diisolasi dari potongan kulit Buah Merah (Pandanus conoideus Lamk.).

Fungi endofit merupakan fungi yang tumbuh pada permukaan sampel karena sebelumnya
telah dilakukan sterilisasi permukaan pada sampel. Tujuan sterilisasi adalah untuk menghilangkan
mikroorganisme yang terdapat pada permukaan sampel dengan menggunakan etanol 70%,
natrium hipoklorit 5,25% dan air steril. Proses sterilisasi menggunakan etanol 70% yang merupakan
kadar optimal untuk tujuan ini karena proses denaturasi protein mikroba memerlukan keberadaan
air dan etanol dengan kadar 70%. Kemampuan etanol untuk mensterilkan permukaan organ
tumbuhan tersebut mempunyai spektrum sempit sehingga perlu dikombinasikan dengan dengan
larutan natrium hipoklorit. Natrium hipoklorit 5,25% mampu merusak membran dan protein
mikroba dengan melepaskan radikal klor, sedangkan air steril berfungsi untuk menghilangkan
sisa-sisa larutan yang terdapat pada permukaan sampel (Strobel dan Bryn, 2003).
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Gambar 2. Hasil Isolasi Sampel Kulit Buah Merah (Pandanus conoideus Lamk.) yang Telah
Diisolasi Selama 2 Hari

Keterangan:
a. Isolat Murni BM-1
b. Isolat Murni BM-2
c. Isolat Murni BM-3

Hasil isolasi fungi endofit yang tumbuh pada hari ke-2 diperoleh 3 isolat fungi endofit yaitu
isolat yang diberi kode BM-1, BM-2 dan BM-3 Hasil isolasi fungi endofit yang tumbuh pada hari ke-2
diperoleh 3 isolat fungi endofit yaitu isolat yang diberi kode BM-1, BM-2 dan BM-3 yang secara
makroskopis memiliki permukaan koloni berwarna putih kekuningan dengan pigmen berwarna
kuning. Bentuk koloni bundar, tekstur seperti kapas, butir halus warna kuning pada hifa dan tidak
memiliki lingkaran konsentris (Gambar 2). Berbeda dengan isolat yang diperoleh dari sampel yang
tidak disterilisasi permukaan yang memiliki permukaan koloni berwarna hitam dan bagian pinggir
berwarna putih yang diduga fungi epifit, serta kontrol ruangan, kontrol medium, dan kontrol air
bilasan terakhir sampel tidak ditumbuhi kontaminan (Gambar 3), sehingga isolat BM-1, BM-2 dan
BM-3 merupakan isolat fungi endofit dari kulit buah merah. Penambahan kloramfenikol pada
medium PDA pada proses isolasi bertujuan agar isolat yang tumbuh adalah fungi endofit bukan
bakteri endofit. Kloramfenikol merupakan salah satu antibiotik berspektrum luas yang dapat
menghambat atau membunuh bakteri gram positif dan negatif (Kemenkes, 2011).

Gambar 3. Hasil Pengamatan Kontrol pada Tahap Isolasi

Keterangan:
a. Kontrol Sampel Tanpa Sterilisasi Permukaan
b. Kontrol Ruangan
c. Kontrol Medium
d. Kontrol Air Bilasan Terakhir Sampel

c

a
b

a c db
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Isolat yang diperoleh dari hasil isolasi dimurnikan pada medium yang baru dan diamati ada
atau tidaknya pertumbuhan isolat jenis baru. Hasil pemurnian isolat fungi endofit dari kulit buah
merah yaitu 3 buah isolat murni (Tabel 1). Isolat yang telah diperoleh yaitu isolat BM-1, BM-2 dan
BM-3 selanjutnya dilakukan uji antagonis terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus dan
Escherichia coli sebagai langkah identifikasi awal aktivitas isolat terhadap bakteri uji. Hasil positif
ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar isolat.

Gambar 4. Hasil Uji Antagonis Isolat BM-1, BM-2 dan BM-3 terhadap Bakteri Uji

Keterangan:
a. Bakteri Uji Staphylococcus aureus
b. Bakteri Uji Escherichia coli

Hasil yang diperoleh pada uji antagonis yaitu isolat BM-1, BM-2 dan BM-3 memiliki aktivitas
menghambat bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli yang ditandai dengan adanya
zona bening di sekitar isolat (Gambar 4). Isolat BM-1 kemudian dipilih untuk uji selanjutnya karena
merupakan isolat paling aktif terhadap bakteri uji dan proses pertumbuhannya lebih cepat
dibandingkan dengan isolat BM-2 dan BM-3.

Isolat BM-1 selanjutnya dilakukan pengujian mikroskopik untuk mengetahui struktur
anatomi dan jenis fungi. Pengamatan mikroskopik dilakukan menggunakan mikroskop dengan
perbesaran lensa 400x dan 1000x. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa isolat BM-1 secara
mikroskopis tidak memiliki konidia, memiliki hifa dan sporangium serta clamp connection
(penghubung sekat antara sel hifa yang berada pada septa hifa). Menurut Barnett dan Hunter
(2000), jamur Sclerotium sp. tidak memiliki konidia, memiliki hifa dan sporangium serta clamp
connection.

a
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Gambar 5. Hasil Pengamatan Mikroskopik

Keterangan:
a. Perbesaran 400x
b. Perbesaran 1000x
c. Identifikasi Jamur Sclerotium sp.

Isolat aktif BM-1 yang telah diuji antagonis selanjutnya dilakukan proses fermentasi.
Fermentasi dilakukan untuk menghasilkan sel mikroba endofit dalam jumlah yang banyak
sehingga senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan menjadi lebih optimal. Proses fermentasi
menggunakan media cair karena lebih efektif untuk memproduksi biomassa dan senyawa bioaktif
dibandingkan fermentasi dengan media padat. Medium yang digunakan untuk fermentasi fungi
endofit yaitu medium PDY (Potato Dextrose Yeast) yang terbuat darimedium PDB (Potato
Dextrose Broth) dan Extract Yeast. Medium PDB mengandung sumber karbon yang berasal dari
ekstrak kentang dan dekstrosa serta extract yeast sebagai sumber nitrogen selama proses
fermentasi.

Penggojokan dilakukan untuk menghomogenkan medium fermentasi dengan isolat fungi
endofit sehingga pertumbuhan produksi metabolit sekunder dari isolate dapat dipercepat. Sistem
fermentasi yang digunakan adalah sistem tertutup yaitu tidak ada penambahan bahan atau
pengambilan hasil selama fermentasi berlangsung, semua nutrisi yang dibutuhkan
mikroorganisme selama pertumbuhan dan pembentukan produk metabolit sekunder berada di
dalam satu fermentor. Perubahan warna pada medium fermentasi dari kuning menjadi jingga
terjadi karena adanya proses fermentasi yang dilakukan oleh isolat fungi dimana perubahan ini
menunjukkan metabolit sekunder telah diproduksi (Gandjar, 2006).

Gambar 6. Hasil Fermentasi Isolat Fungi Endofit Hari Ke-13

Cairan
Fermentasi

Miselia
Fungi

c
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Proses fermentasi dilakukan sampai hari ke-13 saat fungi endofit berada pada fase stationer.
Fase stationer merupakan fase dimana nutrisi pada medium semakin menipis dan menyebabkan
biakan mengalami kematian sehingga metabolit sekunder akan terbentuk. Proses filtrasi
dilakukan untuk memisahkan cairan fermentasi dan miselia fungi. Cairan fermentasi diekstraksi
dalam corong pisah menggunakan etil asetat sebanyak 2 kali dengan perbandingan 1:1 v/v dan
miselia fungi diekstraksi dengan cara maserasi menggunakan metanol. Proses filtrasi dilakukan
untuk mengetahui metabolit aktif fungi diekskresikan secara ekstraseluler atau intraseluler.

Ekstrak yang diperoleh yaitu 1,73 mg ekstrak etil asetat dan 1,52 mg ekstrak metanol. Filtrat
larut air disimpan di lemari pendingin untuk diuji aktivitas antibakterinya. Media fermentasi yang
digunakan bersifat cair dan senyawa kimia yang akan ditarik berada pada larutannya, tujuan
pemilihan metode ekstraksi cair-cair karena Etil asetat tidak bercampur dengan air dan memiliki
sifat semipolar sehingga diharapkan dapat menarik senyawa metabolit sekunder yang bersifat
polar dan non polar.

Ekstrak yang diperoleh diuji aktivitas antibakteri dengan metode difusi menggunakan paper
disc. Metode difusi memiliki kelebihan yaitu sederhana untuk dilakukan dan dapat digunakan
untuk melihat sensitivitas berbagai jenis bakteri terhadap antibakteri pada konsentrasi tertentu

Gambar 7. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Metabolit Sekunder Isolat BM-1

Keterangan:
a. Bakteri Uji Staphylococcus aureus
b. Bakteri Uji Escherichia coli

Hasil yang diperoleh pada uji aktivitas antibakteri metabolit sekunder isolat fungi endofit
kode BM-1 pada ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 10%, 5% dan 2,5% mampu menghambat
pertumbuhan Staphylococcus aureus sebesar 23,84 mm; 20,40 mm dan 17,71 mm serta mampu
menghambat pertumbuhan Escherichia coli sebesar 18,95 mm; 13,54 mm dan 11,64 mm. Ekstrak
metanol mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus sebesar 11,64 mm dan
Escherichia coli sebesar 9,03 mm. Kontrol positif amoxicilin memiliki nilai zona hambat rata-rata
terhadap Staphylococcus aureus sebesar 32,11 mm dan Escherichia coli sebesar 12,48 mm. Filtrat
larut air tidak dapat menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus dan Escherichia coli
dikarenakan metabolit aktif fungi telah tertarik semua oleh etil asetat pada proses ekstraksi.
Metabolit aktif fungi endofit kode BM-1 diekskresikan secara ekstraseluler dan intraseluler pada
proses fermentasi karena cairan fementasi dan miselia fungi keduanya menunjukkan adanya
aktivitas antibakteri dengan terbentuknya zona bening di sekitar paper disc (Gambar 7). Kontrol
negatif tidak menunjukkan adanya zona hambat dikarenakan tidak adanya senyawa aktif yang
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terkandung didalam etil asetat. Hasil diatas menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi
ekstrak maka semakin banyak pula kandungan zat aktifnya sehingga semakin besar zona hambat
yang diperoleh dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia
coli.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa Isolasi fungi
endofit dari Kulit Buah Merah (Pandanus conoideus Lamk.) menghasilkan tiga buah isolat fungi
endofit murni yang diberi kode BM-1, BM-2 dan BM-3. Uji aktivitas antibakteri metabolit sekunder
isolat BM-1 pada ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 10%, 5% dan 2,5% diperoleh hasil rata-rata
diameter zona hambat terhadap Staphylococcus aureus sebesar 23,84 mm; 20,40 mm dan 17,71
mm dan Escherichia coli sebesar 18,95 mm; 13,54 mm dan 11,64 mm. Ekstrak metanol diperoleh
hasil rata-rata diameter zona hambat terhadap Staphylococcus aureus sebesar 11,64 mm dan
Escherichia coli sebesar 9,03 mm.
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