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ABSTRACT 

 

 

THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY TESTING AND IDENTIFICATION 

OF ACTIVE COMPOUND IN THE EXTRACT OF MANGROVE 

ENDOPHYTE FUNGI (Avicennia sp.) 

 

 

 

By 

 

 

ADITYA PRAYOGA 

 

 

 

Mangrove Avicennia sp. is widely known as an antibacterial agent. Microbes that 

are symbiotic with Avicennia sp. also have the same ability as their host. Bacteria, 

such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus, has long been known as bac-

terium that is resistant to various type of antibacterials. Fungus with codes PJD-01 

and WBA-01 are found from Avicennia sp. that has shown an antibacterial activity 

against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The purposes of the research 

are to identify the endophytic fungi molecularly and to identify the bioactive com-

pounds contained in the endophytic fungi. Research was conducted on September 

2022 to September 2023 at Oceanography Laboratory, Lampung University. The 

result of this research showed the molecular identification of fungi with code PJD-

01 had similarity with Aspergillus nidulans. The bioactive compounds contained 

in the endophytic fungi includes 3 types: erythritol, sorbitol, and arabinitol.  

 

Keywords: fungi, bioactive compounds, resistance, antibacterial, bacteria. 

  



iii 
 

 

ABSTRAK 

 

 

UJI AKTIVITAS ANTIBAKTERI DAN IDENTIFIKASI SENYAWA AKTIF 

EKSTRAK FUNGI ENDOFIT MANGROVE (Avicennia sp.) 

 

 

 

Oleh 

 

 

ADITYA PRAYOGA 

 

 

 

Mangrove Avicennia sp. sudah dikenal luas sebagai agen antibakteri. Mikroorga-

nisme, seperti fungi, yang bersimbiosis dengan Avicennia sp. juga mempunyai ke-

mampuan yang sama dengan inangnya. Fungi dengan kode PJD-01 dan WBA-01 

adalah fungi yang ditemukan dari mangrove Avicennia sp. yang telah menunjuk-

kan aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus au-

reus. Bakteri, seperti Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, dikenal sebagai 

bakteri yang resisten terhadap berbagai jenis agen antibakteri. Penelitian bertujuan 

untuk mengidentifikasi fungi endofit secara molekuler dan senyawa aktif yang ter-

kandung pada fungi endofit. Penelitian dilaksanakan dari bulan September 2022 

hingga September 2023 di Laboratorium Oseanografi, Universitas Lampung. Ha-

sil penelitian menunjukkan bahwa identifikasi molekuler fungi PJD-01 memiliki 

kekerabatan dengan spesies Aspergillus nidulans. Kandungan senyawa aktif yang 

terdapat pada fungi endofit adalah sebanyak 3 jenis senyawa, yaitu erythritol, sor-

bitol, dan arabinitol.  

 

Kata kunci: fungi, senyawa aktif, resistensi, antibakteri, bakteri. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Resistensi bakteri merupakan salah satu ancaman kesehatan yang paling serius di 

Indonesia. Bakteri yang tergolong resisten terhadap antibiotik dapat meningkatkan 

mortalitas dan morbiditas pasien, meningkatkan durasi perawatan, hingga mampu 

meningkatkan risiko komplikasi pasien (Dwiprahasto, 2005). Resistensi bakteri 

dapat terjadi karena beberapa hal, antara lain adalah mutasi genetik, transfer gen 

secara horizontal, perubahan target antibiotik, hingga produksi enzim yang dapat 

merusak antibiotik (Utami, 2011). Selain hal tersebut, penggunaan antibiotik yang 

tidak sesuai juga menjadi salah satu alasan resistensi bakteri di Indonesia mening-

kat. Supriyantoro (2011) menyatakan bahwa pemberian antibiotik harus memper-

hatikan dosis, diagnostik, dan sasaran bakterinya. Pemberian antibiotik yang tidak 

sesuai akan mengakibatkan bakteri tersebut resisten. 

 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus merupakan bakteri MDR (multidrug 

resistance) yang seringkali ditemukan resisten terhadap antibiotik. Parashar et al. 

(2003) menjelaskan bahwa E. coli dapat menyebabkan terjadinya penyakit diare 

pada manusia. Sementara S. aureus dapat menyebabkan terjadinya pneumonia, 

meningitis, infeksi tenggorokan, hingga infeksi kulit (FKUI, 2002). E. coli dan S. 

aureus yang rentan terhadap antibiotik menyebabkan terbatasnya antibiotik yang 

dapat digunakan saat terjadinya infeksi bakteri terhadap manusia sehingga pen-

carian jenis antibiotik baru diperlukan untuk mengatasi resistensi antibiotik.  

 

Mangrove merupakan tumbuhan yang memiliki potensi besar sebagai antibakteri. 

Hal tersebut disebabkan mangrove mempunyai berbagai senyawa bioaktif, seperti 

alkaloid, flavonoid, dan tanin. Penelitian yang telah dilaksanakan oleh Doifode et 
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al. (2023) menunjukkan bahwa mangrove Ceriops tagal, Bruguiera gymnorhiza, 

dan Rhizopora mucronata memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli 

dan B. subtilis. Penelitian Sahoo et al. (2012) juga menunjukkan adanya aktivitas 

antibakteri mangrove berjenis Rhizopora mucronata, Exoecaria agallocha, dan 

Sonneratia alba terhadap bakteri S. aureus. Meskipun mangrove memiliki potensi 

yang besar sebagai antibakteri, pemanfaatan mangrove secara berlebihan mampu 

menimbulkan kerusakan pada lingkungan. Oleh karena itu, cara lain memperoleh 

senyawa bioaktif dari mangrove tanpa menimbulkan kerusakan pada lingkungan 

adalah dengan memanfaatkan fungi endofit yang terdapat pada mangrove. Fungi 

endofit mangrove adalah fungi yang hidup dan bersimbiosis di dalam jaringan dari 

mangrove tanpa menimbulkan pada inangnya (Hakim, 2015).  

 

Fungi endofit mangrove mampu mensintesis senyawa bioaktif yang sama dengan 

inangnya (Dwilestari et al., 2015). Menurut Suciatmih (2015), fungi endofit mem-

punyai aktivitas biologis terhadap beberapa serangan mikroba patogen. Menurut 

Patterson et al. (2016), fungi endofit Aspergillus fumigatus yang ditemukan pada 

mangrove Sonneratia sp. memiliki kandungan senyawa fumigaklavin C dan fumi-

tremorgin C yang bersifat antifungi dan mikotoksin. Sementara itu, fungi endofit 

Aspergillus niger yang ditemukan pada mangrove Avicennia alba memiliki kan-

dungan senyawa aurasperon A, fonsecinone A, dan rubrofusarin B yang bersifat 

sitotoksik (Šimonovicová et al., 2021).  

 

Berdasarkan berbagai kajian yang sudah ditelaah, fungi yang bersimbion dengan 

mangrove memiliki kemampuan antibakteri. Oleh karena itu, penelitian ini meng-

kaji kemampuan fungi simbion mangrove terhadap bakteri MDR E. coli dan S. 

aureus untuk melihat apakah fungi simbion mangrove mempunyai kemampuan 

yang sama terhadap bakteri MDR. Fungi endofit yang digunakan pada penelitian 

adalah fungi dengan kode PJD-01 dan WBA-01 yang merupakan fungi koleksi 

dari Laboratorium Oseanografi, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung yang 

diperoleh dari mangrove Avicennia sp. yang terindikasi mempunyai potensi se-

bagai antibakteri. 
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1.2 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan penelitian adalah: 

1. Mengidentifikasi senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak fungi endofit 

mangrove Avicennia sp. dengan kode isolat PJD-01 dan WBA-01 yang mem- 

punyai aktivitas terhadap bakteri strain MDR E. coli dan bakteri strain MDR 

S. aureus, dan 

2. mengidentifikasi fungi endofit mangrove Avicennia sp. dengan kode isolat 

PJD-01 secara molekuler. 

 

1.3 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian diharapkan masyarakat mendapatkan informasi ilmiah bahwa 

fungi endofit mangrove memiliki kandungan senyawa aktif yang berpotensi seba-

gai obat baru. 

 

1.4 Kerangka Pemikiran 

Mangrove merupakan tumbuhan yang memiliki potensi besar untuk dikembang-

kan sebagai antibakteri. Salah satu mangrove yang memiliki potensi sebagai anti-

bakteri adalah mangrove jenis Avicennia sp. Meskipun berpotensi, pemanfaatan 

mangrove yang berlebihan dapat menimbulkan kerusakan pada lingkungan. Oleh 

sebab itu, peneliti melakukan penelitian dengan menggunakan fungi endofit yang 

diambil dari mangrove Avicennia sp.  

 

Fungi endofit mangrove mempunyai senyawa bioaktif dan metabolisme sekunder 

yang mirip dengan inangnya. Fungi endofit yang telah didapatkan dari mangrove 

Avicennia sp. diisolasi dan diberi kode PJD-01 dan WBA-01. Potensi antibakteri 

dari fungi endofit mangrove kode PJD-01 dan WBA-01 dapat dilihat dari uji anta-

gonis dan toksisitas, dimana uji antagonis dilakukan untuk melihat aktivitas anti-

bakteri fungi terhadap bakteri strain MDR Escherichia coli dan Staphylococcus 

aureus, sementara uji toksisitas dilakukan dengan menggunakan uji BSLT untuk 

menghitung LC50 dari fungi.  
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Fungi endofit mangrove yang memiliki potensi sebagai antibakteri dianalisis de-

ngan menggunakan GCMS. Analisis berfungsi untuk menentukan senyawa yang 

terdapat pada fungi yang mampu melawan bakteri patogen. Kerangka pemikiran 

penelitian disajikan dalam bentuk bagan alur pada Gambar 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Kerangka pemikiran. 

Perhitungan LC50 

Mangrove Avicennia sp. 

Fungi endofit 

Isolat fungi  

PJD-01 dan WBA-01 

Uji antagonis 

Antibakteri terhadap 

E. coli dan S. aureus 

Uji toksisitas GCMS 

Uji BSLT 
Analisis jenis 

senyawa pada fungi 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

 

2.1 Fungi Endofit Mangrove 

Fungi diartikan sebagai organisme kecil berupa filamen, umumnya mikroskopis, 

eukariotik, bercabang, menghasilkan spora, tidak mempunyai klorofil, dan mem-

punyai dinding sel yang mengandung selulosa dan kitin (Agrios, 1996). Semen-

tara fungi endofit adalah fungi yang hidup, tumbuh, dan berkembang di dalam 

jaringan tanaman (Worang, 2003). Fungi hidup tanpa menimbulkan gejala atau 

efek merugikan pada inangnya (Powthong et al., 2013). Hubungan yang dimiliki 

antara fungi endofit dan tumbuhan inangnya merupakan hubungan simbiosis mu-

tualisme, dimana keduanya saling menguntungkan (Gandjar & Rohman, 2007). 

 

Fungi endofit ditemukan pada kebanyakan varietas inang di seluruh dunia yakni 

pohon, semak rumput-rumputan, lumut, tumbuhan paku dan lumut kerak (Clay, 

1988).  Fungi biasanya terdapat pada bagian batang, daun, dan akar dari jaringan 

tanaman yang sehat. Pertumbuhan fungi banyak terlihat di antara sel-sel tanaman 

yang umumnya pada kulit batang dan bagian-bagian reproduksi. Fungi endofit 

hidup pada pembuluh xylem dan hanya akan keluar ketika inang sudah dalam ke-

adaan terancam dan mendekati kematian. Fungi endofit mampu masuk melalui 

lubang-lubang alami pada tanaman inang.  

 

Fungi endofit yang hidup intraseluler dalam jaringan tanaman sehat akan merang-

sang tumbuhan inang menghasilkan senyawa metabolit sekunder. Hal ini dapat di-

sebabkan adanya rekombinasi genetik atau koevolusi (Sugijanto et al., 2004). Ke-

mampuan fungi endofit dalam mensintesis senyawa metabolit sekunder menjadi 

peluang untuk produksi skala besar dalam waktu relatif lebih singkat tanpa adanya 

kerusakan ekologis yang ditimbulkan. Fungi endofit memengaruhi tumbuhan pada 
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jaringan tertentu dan mampu menghasilkan mikotoksin, enzim, hingga antibiotik 

(Worang, 2003).  

 

Fungi endofit adalah salah satu mikroba yang dapat ditemukan hampir di semua 

tumbuhan, termasuk pada tumbuhan mangrove. Fungi endofit yang bersimbion 

dengan mangrove merupakan mikroba yang kaya akan produk alami bioaktif dan 

juga metabolit sekunder yang dapat membantu bertahan hidup (Thiyagarajan et 

al., 2016). Selain menghasilkan senyawa bioaktif dan metabolit sekunder, Azad 

(2016) menjelaskan bahwa fungi endofit mangrove memiliki kemampuan untuk 

meningkatkan penyerapan nutrisi pada akar mangrove sehingga mangrove dapat 

bertahan hidup pada kondisi perairan yang ekstrem. Lingkungan mangrove yang 

tergolong ekstrim menyebabkan mangrove menghasilkan metabolit sekunder se-

bagai mekanisme pertahanan diri (Noor et al., 2006). 

 

2.2 Metaboli Sekunder dan Potensi Fungi Endofit Mangrove 

Fungi endofit yang hidup pada mangrove menghasilkan metabolit sekunder yang 

mirip dengan mangrove inangnya sebagai pertahanan dirinya. Metabolit sekunder 

adalah senyawa organik yang disintesiskan oleh organisme, seperti fungi, bakteri, 

dan tumbuhan, yang berperan dalam pertumbuhan dan perkembangan organisme 

(Saifudin & Aziz, 2014). Selain itu, metabolit sekunder yang dihasilkan oleh fungi 

endofit mangrove juga dapat berpotensi besar dalam berbagai bidang, seperti pada 

bidang pertanian hingga bidang kesehatan (Gunawan et al., 2016).  

 

Metabolit sekunder yang dihasilkan fungi endofit mangrove dapat dimanfaatkan 

sebagai penghasil senyawa-senyawa alami baru yang bermanfaat bagi manusia, 

seperti antiinflamasi, antimikroba, antioksidan, antikanker, hingga antidiabetes 

(Nawea et al., 2017). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa senyawa-senyawa 

aktif yang dihasilkan oleh fungi endofit dapat menghasilkan aktivitas antibakteri 

yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan senyawa aktif yang dihasilkan inang-

nya. Berdasarkan penelitian Situmorang et al. (2021), Aspergillus ochraceus yang 

diambil dari daun Avicennia sp. memiliki rata-rata diameter zona hambat sebesar 

8,01 ± 0,45 mm terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Penelitian Purba et al. 
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(2022) menunjukkan bahwa ekstrak daun Avicennia sp. menghasilkan rata-rata 

diameter zona hambat sebesar 7,47 ± 0,78 mm terhadap bakteri S. aureus. Strobel 

& Daisy (2003) menjelaskan bahwa fungi endofit mangrove memiliki senyawa-

senyawa yang fungsional. Berbagai aktivitas senyawa yang dihasilkan oleh fungi 

endofit mangrove disajikan pada Tabel 1. 

 

Tabel 1.  Kandungan senyawa dan aktivitas fungi endofit mangrove  

 
No Nama fungi Mangrove Senyawa Aktivitas 

1 
Aspergillus 

niger 
Avicennia alba 

Rubrofusarin B 

Fonsecinone A 

Aurasperon A 

Asperpyron B 

Sitotoksik 

Oksidasi ksantin inhibitor 

Sitotoksik 

Oksidasi ksantin inhibitor 

2 

 

Aspergillus 

fumigatus 

 

Sonneratia sp. 

 

Fumigaklavin C 

Fumitremorgin C 

Physcionergosterol 

 

Antifungi 

Mikotoksin 

Antifungi 

Mikotoksin 

3 Aspergillus sp. Ceriops sp. Leucinostatin A 

 

Anti-oomycetes 

Antikanker 

(Melanoma G361, HT- 

144, Leukaemia cell lines 

HSB-2, K-562) 

4 

 

Colletotrichum 

sp. 

 

Avicennia 

marina 

6-isoprenil indole-3- 

Asam karboksilat, 

3β, 5α Dihidroksi-6β- 

asetoksi-ergosta- 

7,22-diene 

3β, 5α Dihidroksi-6β- 

fenil 

asetiloksiergosta- 

7,22-diene 

Aktifitas antimikroba 

terhadap fungi patogen 

pada manusia 

Fungistatic terhadap 

fungi patogenik pada 

tanaman 

5 Fusarium sp. Sonneratia sp. 

 

CR377 

(Pentaketida) 

Antifungi C. albicans 

6 

 

Penicillium 

janczewskii 

 

Sonneratia sp. 

 

Peniprekuinolon 

Glioviktin 

Mullein 

 

Nematisidal  

Pemacu pertumbuhan 

akar 

Sitotoksik lemah 

Antibakteri 

Antivirus 

Fitotoksik 

7 

 

Pestalotiopsis 

sp. 

 

Sonneratia sp. 

 

Amubuic acid 

 

Antimikosis 

8 

 

Trichoderma 

harzianum 

 

Bruguiera sp. 

 

Senyawa volatile 

 

Antifungi 

Sumber: Kuncoro & Noor (2011); Suciatmih (2015). 
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2.3 Bakteri Multidrug Resistance (MDR) 

Bakteri multidrug resistance (MDR) merupakan bakteri yang telah mengalami re-

sistensi terhadap minimal satu jenis antibiotik dari lebih dari atau sama dengan 3 

golongan antibiotik (Magiorakos et al., 2012). Keadaan ini dapat disebabkan oleh 

beberapa hal, mulai dari pemakaian jenis antibiotik yang tidak tepat, waktu peng-

gunaan yang terlalu lama atau terlalu singkat, dan dosis yang tidak sesuai dengan 

petunjuk pemakaian (Romandini et al., 2021). Resistensi antibiotik dapat semakin 

meningkat yang disebabkan dari pemilihan antibiotik yang digabungkan dengan 

kemampuan bakteri dalam memilih penyebaran dan kemampuan timbulnya resis-

tensi (Filius et al., 2005). 

 

Penggunaan antibiotik yang berlebihan akan menyebabkan penyebaran resistensi. 

Hal tersebut disebabkan oleh kemampuan bakteri merekayasa gen dan penekanan 

selektif bakteri sehingga menyebabkan bakteri mengalami resistensi terhadap anti-

biotik tersebut (Dwiprahasto, 2003). Resistensi bakteri disebabkan oleh beberapa 

mekanisme, seperti mekanisme genetik dan mekanisme biokimia. Mekanisme ge-

netik bakteri antara lain adalah mutasi kromosom, pertukaran langsung DNA yang 

membawa resistensi genetik baru, ataupun adanya DNA yang masuk melalui me-

kanisme transformasi (Dwiprahasto, 2005).  

 

Mekanisme biokimia bakteri antara lain adalah produksi enzim yang dapat me-

nonaktifkan atau menghancurkan antibiotik, perubahan struktur target antibiotik 

pada sel, perubahan struktur membran sel untuk mencegah masuknya antibiotik, 

hingga penggunaan pompa efflux untuk mengeluarkan antibiotik dari sel bakteri 

(Utami, 2011). Selain mekanisme genetik dan biokimia, biofilm yang terbentuk 

dalam perkembangan bakteri MDR juga menjadi faktor utama terjadinya resis-

tensi bakteri. Biofilm adalah lapisan pelindung pada bakteri yang terdiri dari ma-

triks ekstraseluler yang melindungi bakteri dari antibiotik dan sistem kekebalan 

tubuh (Homenta, 2016). 

 

Bakteri MDR dibedakan menjadi dua, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram 

negatif. Kedua kelompok bakteri tersebut dibedakan berdasarkan dinding selnya 
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(Wassenaar, 2012). Menurut Pelczar et al. (1993), struktur dinding sel pada bak-

teri gram negatif lebih kompleks jika dibandingkan dengan struktur dinding sel 

bakteri gram positif. Bakteri gram negatif memiliki 3 lapisan pada dinding selnya 

yang terdiri dari lipoprotein, lipopolisakarida, dan polisakarida, sementara bakteri 

gram positif hanya mempunyai lapisan tunggal pada dinding selnya. Hal tersebut 

menjadikan bakteri gram negatif lebih resisten terhadap antibakteri dibandingkan 

dengan bakteri gram positif. Contoh dari bakteri gram negatif adalah E. coli, se-

mentara contoh dari bakteri gram positif adalah S. aureus. Kedua bakteri tersebut 

merupakan bakteri yang resisten terhadap beberapa antibiotik. 

 

2.3.1 Escherichia coli 

Escherichia coli adalah bakteri yang bersifat gram negatif yang termasuk dalam 

bakteri strain MDR. Bakteri E. coli dapat digunakan sebagai indikator sanitasi ka-

rena bakteri E. coli bertanggung jawab terhadap penyakit enterik di beberapa ne-

gara berkembang dan menjadi penyebab utama dari penyakit diare (Parashar et al., 

2003). Beneduce et al. (2003) menyebutkan bahwa E. coli serotipe O157:H7 per-

tama kali ditemukan di Kota Oregon, Amerika Serikat pada tahun 1982 dan kem-

bali merebak pada tahun 1996 di Jepang yang menjangkit 9.000 orang. Menurut 

Songer & Post (2005), klasifikasi E. coli adalah sebagai berikut: 

Kingdom       : Bacteria  

Filum   : Proteobacteria  

Kelas   : Gamma Proteobacteria  

Ordo    : Enterobacteriales  

Famili   : Enterobacteriaceae  

Genus  : Escherichia  

Spesies  : E. coli.  

 

Bakteri E. coli memiliki panjang tubuh sekitar 2 μm, diameter 0,7 μm, lebar 0,4-

0,7 μm, dan ditemukan berkoloni seperti Gambar 2 (Hidayati et al., 2016). Bakteri 

ini mempunyai flagel sebagai alat geraknya yang mempunyai ukuran 0,4-0,7 μm x 

1,4 μm (Radji, 2011). Bakteri E. coli mempunyai struktur sel yang dikelilingi oleh 

membran sel yang terdiri dari sitoplasma. Membran sel E. coli ditutupi dinding sel 
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yang berlapis kapsul. Dinding sel, kapsul, dan flagela merupakan tiga struktur uta-

ma antigen permukaan yang digunakan untuk membedakan serotipe golongan E. 

coli. Dinding sel bakteri E. coli berupa lipopolisakarida bersifat pirogen serta di-

kelompokkan sebagai antigen O. Kapsul E. coli berupa polisakarida yang dapat 

melindungi membran luar dan sistem komplemen sehingga dikelompokkan seba-

gai antigen K. Flagela E. coli terdiri dari protein yang bersifat antigen yang dike-

lompokkan sebagai antigen H. Bakteri E. coli dengan serotipe O157:H7 merupa-

kan salah satu E. coli yang bersifat patogen (Gambar 2).  

 

 

Gambar 2. Bakteri Escherichia coli tipe O157:H7 

                       Sumber: CDC (2006). 

 

Bakteri E. coli merupakan bakteri anaerob fakultatif yang dapat hidup dengan ke-

adaan adanya oksigen (aerob) maupun tanpa oksigen (anaerob). Oksigen diperlu-

kan sebagai sumber karbon dari luar yang berfungsi sebagai tenaga untuk tumbuh 

secara oksidatif. Bakteri yang hidup secara anaerob mampu menghasilkan energi 

untuk kelangsungan hidupnya dengan fermentasi (Manning, 2010). E. coli meru-

pakan bakteri yang tidak membentuk spora dan menjadi flora alami pada saluran 

usus mamalia. Bakteri E. coli dikenal sebagai bakteri koliform yang termasuk da-

lam famili Enterobacteriaceae. Enterobacteriaceae adalah bakteri yang dapat ber-

tahan hidup di dalam saluran pencernaan atau umumnya disebut juga sebagai bak-

teri enterik (Yang & Wang, 2014).  

 

2.3.2 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram prositif yang termasuk ke dalam 

bakteri strain MDR. S. aureus dikenal sebagai bakteri penyebab dari intoksikasi 
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dan dapat mengakibatkan berbagai bermacam infeksi, seperti mastitis, pneumonia, 

meningitis, dan osteomyelitis pada manusia maupun hewan (Supardi & Sukamto, 

1999). Nama Staphylococcus aureus berasal dari bahasa Yunani, Staphylococci 

yang berarti seikat anggur dan Aureus yang berarti bulat. Selain itu, aureus dalam 

bahasa latin berarti emas sehingga koloninya terlihat berwarna keemasan. Klasifi-

kasi Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut (Prescott et al., 2002): 

Domain  : Bacteria 

Kingdom : Eubacteria 

Filum  : Firmicutes 

Kelas   : Bacilli 

Ordo   : Bacillales 

Famili   : Staphylococceae 

Genus   : Staphylococcus 

Spesies  : S. aureus. ` 

 

Bakteri S. aureus berbentuk kokus atau bulat dengan diameter antara 0,4 – 1,2 µm 

seperti pada Gambar 3 (Soedarto, 2015). Walaupun termasuk dalam bakteri gram 

positif, sel S. aureus yang hampir mati akan berubah menjadi bakteri gram negatif 

karena adanya perubahan pada komposisi peptidoglikan dinding sel (Sahli, 2018). 

S. aureus hidup dengan koloni yang tidak beraturan dan sering terlihat dalam ben-

tuk tunggal, berpasangan, tetrad, atau membentuk rantai pendek (Budiyanto et al., 

2021). S. aureus termasuk bakteri yang tidak bergerak dan tidak membentuk spora 

(Krihariyani et al., 2016).  

 

S. aureus tumbuh optimum pada suhu berkisar 35-37°C dengan suhu maksimum 

45,4°C dan suhu minimum 6,7°C. S. aureus mampu tumbuh pada keadaan pH 

4,0-9,8 dengan pH optimum pada kisaran 7,0-7,5 (Sjoekoer & Roekistiningsih, 

2003). S. aureus dapat hidup dalam kondisi aerob maupun anaerob, dimana pada 

kondisi anaerob, S. aureus memerlukan urasil untuk pertumbuhannya (Mahruwala 

& Boyd, 2017). Pertumbuhan S. aureus akan optimal jika terdapat sebelas asam 

amino. Media sintetik yang tidak memiliki asam amino dan protein tidak dapat di-

tumbuhi oleh S. aureus (Supardi & Sukamto, 1999).  
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   Gambar 3. Bakteri Staphylococus aureus MRSA  

    Sumber: CDC (2005). 

 

S. aureus tersebar luas di alam dan ada juga yang hidup sebagai flora normal pada 

manusia. Kurang lebih 25-30% manusia membawa bakteri S. aureus dalam rong-

ga hidung dan kulitnya (Soedarto, 2015). S. aureus hidup sebagai saprofit dalam 

saluran pengeluaran lendir dari tubuh manusia dan hewan, seperi mulut, hidung, 

dan tenggorokan dan akan keluar ketika batuk atau bersin. Selain itu, bakteri ini 

juga dapat ditemukan pada pori-pori permukaan kulit, saluran usus, dan kelenjar 

keringat (Haag et al., 2019). 

 

 



 

 

 

 

 

 

III. METODOLOGI 

 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilaksanakan mulai September 2022 hingga September 2023. Penelitian 

dilaksanakan di Laboratorium Oseanografi, Jurusan Perikanan dan Kelautan, dan 

Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Lampung. 

Hampir seluruh penelitian dilakukan di Laboratorium Oseanografi, kecuali proses 

identifikasi molekuler yang dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 2. 

 

Tabel 2. Alat yang digunakan pada penelitian 

No. Alat Keterangan 

1. Autoclaf Alat untuk mensterilkan alat dan bahan penelitian.  

2. Bunsen  Alat untuk mensterilkan bagian dalam laminar air flow.  

3. Cawan petri  Wadah untuk meletakkan media pertumbuhan mikroba.  

4. Erlenmeyer  Alat untuk membuat media. 

5. Gelas ukur  Alat untuk mengukur pelarut saat pembuatan media. 

6. Hot plate  Alat untuk menghomogenkan media. 

7. Inkubator Tempat menginkubasikan mikroba pada suhu terkontrol.  

8. Jangka sorong  Alat untuk mengukur zona bening. 

9. Jarum ose  Alat untuk meninokulasikan mikroba.  

10. Jas lab  Alat pelindung untuk menjaga tubuh tetap steril.  

11. Kamera ponsel  Alat yang digunakan untuk dokumentasi penelitian.  

12. Laminar air flow Tempat dilaksanakannya kegiatan penelitian. 

13. Laptop  Alat untuk mengolah data hasil uji.  

14. Masker  Alat pelindung untuk mencegah terjadinya kontaminasi. 

15. Pinset  Alat untuk mengambil kertas cakram.  

16. Pipet tetes  Alat untuk mengambil larutan. 

17. Shaker  Alat untuk mencampur bakteri agar tidak menggumpal. 

18. Tabung reaksi Wadah untuk media tumbuh isolat dan bakteri patogen. 

19. Sarung tangan medis  Alat pelindung tangan untuk mencegah kontaminasi.  

20. Timbangan digital  Alat untuk menimbang media.  

21. Paper disk  Alat yang digunakan pada uji antagonis. 

22. Chamber  Alat untuk menyimpan bakteri dan media saat penelitian.  

23. Kertas saring  Alat untuk menyaring hasil meserasi.  
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Tabel 2. Alat yang digunakan pada penelitian (lanjutan) 

No. Alat Keterangan 

24. Rotary evaporator  Alat untuk menguapkan metanol.  

25. GC-MS QP2010S  Alat yang digunakan pada analisis senyawa.  

26. Tabung PCR, mesin PCR Alat yang digunakan pada analisis PCR. 

27. Tank elektroforesis, UV 

transilluminator 

Alat yang digunakan untuk elektroforesis. 

28. Mega 6, Bioedit Aplikasi untuk menganalisis data sekuensis. 

29. Separatory funnel Alat berbentuk corong untuk memisahkan ekstrak cair. 

30. Plastik Alat untuk membungkus alat yang akan disterilisasi. 

31. Kasa dan kapas Alat untuk menutup tabung dan erlenmeyer. 

32. karet Alat untuk mengikat plastik. 

33. Kertas label Bahan untuk menandakan sampel dan media. 

 

Bahan yang digunakan pada penelitian disajikan pada Tabel 3. 

 

Tabel 3. Bahan yang digunakan pada penelitian 

No Bahan Keterangan 

1. Alkohol 70% Bahan untuk mensterilkan alat dan peneliti. 

2. Air laut steril Bahan untuk melarutkan media bakteri dan fungi. 

3. Akuades  Bahan untuk melarutkan media bakteri air tawar dan 

untuk mensterilkan alat di autoclaf. 

4. Metanol teknis Bahan pelarut yang digunakan untuk ekstraksi fungi. 

5. Chloramphenicol Bahan yang digunakan pada kontrol positif. 

6. Artemia Sp. Bahan yang digunakan pada uji toksisitas. 

7. Media MEA Media yang digunakan untuk pertumbuhan fungi. 

8. Media MEB Media yang digunakan untuk pertumbuhan fungi saat 

kultivasi. 

9. Fungi PJD-01 dan WBA-01 Fungi uji yang digunakan pada penelitian. 

10. Baktei strain MDR Escherichia 

coli dan Staphylococcus aureus 

Bakteri patogen yang digunakan pada penelitian. 

11. Kertas label Bahan untuk menandakan sampel dan media. 

12. Spritus Bahan bakar yang digunakan pada bunsen. 

16. Gas nitrogen Bahan pengeringan ekstrak. 

 

3.3 Metode Penelitian 

Metode penelitian yang digunakan mengacu pada penelitian serupa yang dilaku-

kan Putri (2022) yakni metode eksperimental. Penelitian dilakukan dengan 

mengidentifikasi aktivitas antibakteri yang dihasilkan oleh fungi endofit.  

 

3.4 Tahapan Penelitian 

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sterilisasi alat dan bahan dilakukan dengan dua cara, yaitu menggunakan alkohol 

70% dan menggunakan autoclaf. Alat yang digunakan pada penelitian, seperti 
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jarum ose, pinset, jangka sorong, dan pipet tetes, disterilisasi dengan alkohol 70%. 

Alat-alat penelitian seperti cawan petri, tabung reaksi, dan erlenmeyer disterilisasi 

basah menggunakan autoklaf. Bahan-bahan yang digunakan, seperti media MEA 

dan media MEB, disterilisasi menggunakan autoklaf selama 15 sampai 20 menit 

dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm (Suriawiria, 2005). 

 

3.4.2 Pembuatan Media 

Media yang digunakan dalam penelitian adalah media nutrient agar (NA), media 

malt extract agar (MEA), dan media malt extract broth (MEB). Alat dan bahan 

yang digunakan dalam pembuatan media disiapkan dan bahan yang dibutuhkan 

dalam pembuatan masing-masing media ditimbang sesuai komposisi media pada 

Tabel 4. Bahan-bahan yang telah ditimbang dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan 

ditambahkan akuades sebanyak 1.000 mL ke dalam masing-masing erlenmeyer 

dan dipanaskan agar bahan-bahan larut sempurna. Media yang telah dipanaskan 

kemudian dihomogenkan menggunakan hot plate stirrer. Setelah dihomogenkan, 

media disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C dan tekanan 1 atm. 

Media yang telah steril dipindahkan ke dalam cawan petri dan tabung reaksi dan 

disimpan di dalam inkubator. 

 

Tabel 4. Komposisi pembuatan media NA, MEA, dan MEB 

Media Bahan Komposisi (g) 

Nutrient Agar (NA) 

 

Nutrient Agar 28 

Malt Extract Agar (MEA) Malt 3 

Pepton 5 

Yeast 3 

Agar 15 

Malt Extract Broth (MEB) MEB 17 

Sumber: Stamets (2007) 

 

3.5 Uji Antagonis Isolat Fungi 

Uji antagonis dilakukan dengan metode Kirby Bauer yang telah dimodifikasi oleh 

Nawea et al. (2017). Tahapan yang dilakukan adalah sebagai berikut:  

1. Bakteri uji ditumbuhkan pada media NA dan diamati sampai bakteri mencapai  
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kepadatan 106 koloni/mL. 

2. Jika bakteri telah mencapai kepadatan yang diinginkan, maka bakteri sebanyak 

100 µL dituangkan ke dalam cawan petri dan didiamkan selama kurang lebih 

10-15 menit hingga bakteri meresap dan mengering pada media NA.  

3. Pada saat menunggu media NA mengering, isolat fungi, kontrol positif (larut-

an chloramphenicol), dan kontrol negatif (media MEA) disiapkan untuk uji 

selanjutnya. 

4. Isolat fungi PJD-01 dan WBA-01 ditumbuhkan pada media MEA dan didiam-

kan hingga fungi tumbuh melebar pada media.  

5. Media yang sudah diberikan bakteri patogen kemudian ditambahkan sebagian 

kecil dari isolat fungi, kontrol positif, dan kontrol negatif.  

6. Cawan uji disimpan selama 24-48 jam dan kemudian diamati zona hambat 

yang terbentuk dengan menggunakan jangka sorong. Susanto et al. (2012) 

mengategorikan diameter zona hambat seperti yang tertera pada Tabel 5. 

 

Tabel 5. Kategori diameter zona hambat  

Diameter Kekuatan zona hambat 

≤ 5 mm Lemah 

6 – 10 mm Sedang 

11 – 20 mm Kuat 

≥ 21 mm Sangat kuat 

Sumber: Susanto et al. (2012) 

 

3.6 Kultur Massal Isolat Fungi 

Setelah melalui tahap uji antagonis, fungi yang memiliki aktivitas terhadap bakteri 

uji dikultur pada media miring MEA. Kultur pada media miring MEA dilakukan 

untuk memperbanyak stok dan meminimalisir terjadinya kontaminasi dari mikro-

organisme lain. Tahapan dari kultur massal isolat fungi adalah sebagai berikut:  

1. Fungi yang dikultur ditumbuhkan pada permukaan media miring MEA dan di-

inkubasi selama 14-21 hari.  

2. Setelah fungi tumbuh menutupi media miring, fungi dikulturkan pada media 

cair MEB sebanyak 100 mL pada 10 botol kaca bening berukuran 500 mL de-

ngan cara mengiris sebagian fungi beserta media yang telah ditumbuhkan pada 

media miring MEA.  
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3. Irisan fungi tersebut diletakkan di permukaan media MEB dan dijaga agar ti-

dak tenggelam dan diinkubasi selama 14-21 hari hingga fungi memenuhi 

permukaan media MEB. 

 

3.7 Ekstraksi Isolat Fungi 

Ekstraksi isolat fungi dilakukan dengan metode maserasi, yaitu tiap jenis isolat di-

rendam dengan pelarut metanol. Tahapan dari ekstraksi isolat fungi adalah seba-

gai berikut: 

1. Fungi yang telah dikultur pada media MEB dipisahkan antara miselium dengan 

media dengan cara meletakkan miselium fungi pada kertas saring dan ditunggu 

sambil ditekan hingga media dan miselium terpisah. 

2. Isolat kemudian ditimbang menggunakan timbangan analitik.  

3. Isolat yang telah ditimbang dimasukkan pada erlenmeyer berisi metanol yang 

telah diukur volumenya selama 24 jam dan diulangi sebanyak 3 kali sampai 

rendaman terlihat jernih.  

4. Setelah direndam, filtrat diambil dengan cara disaring menggunakan kertas sa-

ring. 

5. Filtrat dipindahkan ke round bottom flask dan dievaporasi dengan suhu 37°C 

menggunakan rotary evaporator hingga pelarut teruapkan.  

6. Ekstrak kasar yang terbentuk dipindahkan ke dalam vial 25 cc menggunakan 

spatula.  

7. Sisa ekstrak yang menempel pada dinding flask diambil dengan menambahkan 

pelarut etil asetat dan kemudian diambil dengan menggunakan pipet tetes.  

8. Larutan dikeringkan dengan dialiri nitrogen menggunakan selang untuk men-

dapatkan ekstrak kering (Trianto et al., 2019).  

 

Tahapan yang dilakukan pada proses fraksinasi air dan etil asetat yang digunakan 

pada uji aktivitas antibakteri ekstrak fraksi air dan etil asetat dilakukan sesuai 

dengan metode Can-Aké (2004), yakni sebagai berikut:  

1. Ekstrak sebanyak 0,60 gram dilarutkan dengan etanol dan dilakukan partisi 

menggunakan 50 mL air sebanyak tiga kali.  
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2. Lapisan air dipartisi kembali menggunakan 50 mL etil asetat sebanyak tiga kali 

menggunakan corong pisah (Suprijono et al., 2022).  

3. Lapisan air dan etil asetat kemudian dipisahkan dan dikentalkan dengan rotary 

evaporator sehingga diperoleh fraksi air dan etil asetat (Suhaenah et al., 2018).  

 

3.8 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Isolat Fungi 

Bakteri strain MDR yang digunakan pada penelitian adalah E. coli yang mewakili 

bakteri gram negatif dan S. aureus yang mewakili bakteri gram positif yang telah 

diperoleh dari MERO (Marine Education & Research Organization) Foundation, 

Bali. Metode uji antibakteri yang digunakan pada penelitian adalah metode difusi. 

Tahapan dari uji aktivitas antibakteri ekstrak isolat fungi adalah sebagai berikut:  

1. Bakteri MDR diremajakan terlebih dahulu dengan cara diambil sebanyak satu 

ose dan diletakkan pada media NB dengan komposisi 8 gram NB/L di tabung 

reaksi.  

2. Tabung reaksi yang berisi media NB dan bakteri MDR dihomogenkan meng-

gunakan vortex dan diinkubasi selama 24 jam di atas shaker.  

3. Kepadatan bakteri diukur dengan menggunakan spektrofotometer. 

4. Bakteri MDR yang telah diremajakan diambil sebanyak 100 µL menggunakan 

mikropipet.  

5. Bakteri diinokulasikan pada media NA di cawan petri dan diratakan dengan 

drigalski glass.  

6. Ekstrak fungi yang digunakan dilarutkan pada metanol (1% b/v) dan diteteskan 

sebanyak 20 µL pada kertas cakram dan ditunggu hingga mengering. Larutan 

yang digunakan pada kontrol positif chloramphenicol 1% yang telah dilarutkan 

dengan akuades steril pada konsentrasi 20 µL/disk.  

7. Kertas cakram yang sudah ditetesi ekstrak dari isolat fungi dan kontrol positif 

diletakkan pada cawan petri berisi bakteri uji dan diinkubasi selama 24-48 jam 

(Maisaroh, 2014). 

 

3.9 Identifikasi Molekuler Isolat Fungi 

Identifikasi isolat fungi endofit dari akar mangrove Avicennia sp. yang memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli dan S. aureus dideterminasi dengan 



19 

 

mengamati daerah ITS (internal transcribed spacer) menggunakan primer ITS1 

dan ITS4. Selanjutnya, analisis cluster pada sekuens tersebut dilakukan dengan 

program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dari NCBI (National Cen-

ter for Biotechnology Information). Basa nukleotida dianalisis secara lengkap di 

PT. Genetika Science Indonesia. Adapun langkah identifikasi molekuler dilaku-

kan sebagai berikut: 

 

3.9.1 Ekstrak DNA Fungi 

Fungi yang berumur 2-3 minggu dipanen dengan cara ditambahkan 10 mL air ste-

ril ke dalam cawan yang berisi biakan fungi. Suspensi konidia kemudian diambil 

dan dimasukkan ke dalam tabung sentrifus lalu disentrifus pada kecepatan 14.000 

rpm selama 10 menit. Setelah proses sentrifus selesai, alkohol 70% ditambahkan 

sebanyak 500 µL. Pelet tersebut disentrifus kembali dengan kecepatan 14.000 rpm 

selama 10 menit. Setelah itu, supernatan dibuang dan pelet ditambahkan 1.000 µL 

larutan buffer ekstraksi DNA pertama.  

 

Pelet yang ditambahkan buffer dihomogenkan dengan rotamixer hingga pelet ter-

suspensi merata dalam larutan lalu dimasukkan ke dalam mortar yang sebelumnya 

telah didinginkan dan ditumbuk sebentar. Pelet yang telah ditumbuk kemudian di-

masukkan ke dalam kulkas selama 1-2 hari untuk diinkubasi. Selanjutnya, pelet 

dalam mortar diambil dan ditumbuk selama 15 menit, kemudian dimasukkan ke 

dalam tube 1,5 mL sebanyak 0,5 mL dan ditambahkan CTAB 2% sebanyak 400 

µL dan dipanaskan di waterbath pada suhu 65º C selama 1 jam.  

 

Fenol, kloroform, isoamil alkohol (PCI) ditambahkan sebanyak 500 µL dan di- 

homogenkan yang kemudian disentrifus kembali pada kecepatan 14.000 rpm sela-

ma 10 menit. Setelah campuran terbagi menjadi 2 larutan, larutan atas yang ber-

warna bening diambil sebanyak 600 µL dan dipindahkan ke dalam tabung mikro-

sentrifus 1,5 mL yang baru. Kloroform, isoamil alkohol (CI) ditambahkan pada 

tabung dengan perbandingan yang sama dengan volume hasil larutan sebelumnya 

(1:1) dan disentrifus dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. 

  



20 

 

Setelah sentrifus selesai, larutan bagian atas diambil sebanyak 400 µL dan dipin-

dahkan ke tabung mikrosentrifus 1,5 mL baru. Isopropanol dingin ditambahkan 

dengan volume yang sama dan diaduk hingga tercampur. Larutan kemudian di-

inkubasi pada suhu -20º C selama 20 menit, disentrifus dengan kecepatan 14.000 

rpm selama 10 menit untuk mendapatkan peletnya. Pelet yang telah didapatkan 

ditambahkan alkohol 70% sebanyak 500 µL dan disentrifus dengan kecepatan 

14.000 rpm selama 5 menit. Supernatan yang terbentuk dibuang dan pelet yang 

didapatkan dikeringanginkan selama 1-2 hari. 

 

3.9.2 Amplifikasi PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Amplifikasi polymerase chain reaction (PCR) dilakukan menggunakan mesin 

PCR Biometra T Gradient (Huang et al., 2009). Amplifikasi daerah ITS rDNA 

sampel fungi endofit daerah ITS1 dan ITS4 dilakukan menggunakan pasangan 

primer ITS1 dan ITS4 sesuai dengan peta posisi yang dirancang oleh Innis et al., 

(1990). Amplifikasi dilakukan dalam campuran reaksi 50 μL yang masing-masing 

mengandung sebanyak 25 μL primer forward ITS1, 10 μL primer reverse ITS4, 

10 μL ddH2O, 2 μL DNA template fungi, dan 3 μL buffer PCR dengan siklus ter-

mal hot start 5 menit pada suhu 95°C, diikuti oleh denaturation 1,5 menit pada 

suhu 94°C, annealing selama 1 menit pada suhu 48°C, extension awal 3 menit pa-

da suhu 72°C, dan 8 menit pada suhu 72°C untuk final extension. 

 

3.9.3 Elektroforesis 

Elektroforesis dilakukan berdasarkan yang telah dilakukan oleh Harahap (2018). 

Pada produk hasil amplifikasi PCR, dilakukan elektroforesis pada gel agarose 1% 

pada 100 V selama 45 menit dengan marker DNA ladder 1 kb. Gel agarose ke-

mudian divisualisasi pada UV transilluminator untuk menghasilkan gambar yang 

digunakan untuk melihat DNA yang berhasil diekstraksi. 

 

3.9.4 Purifikasi dan Sekuensing 

Ekstrak DNA kemudian dipurifikasi mengikuti prosedur PT. Genetika Science 

Indonesia, Jakarta. Setelah dipurifikasi, dilakukan tahap sekuensing menggunakan 
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dengan primer ITS1 dan ITS4 mengikuti prosedur First BASE, Singapura. Hasil 

Sekuens DNA yang diperoleh dibandingkan dengan database GenBank yang ada 

pada National Center for Biotechnology Information (NCBI) menggunakan pro-

gram Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Sekuens tersebut dicocokkan 

dengan sekuens yang paling dekat. Sekuens dianggap teridentifikasi tingkat spe-

sies jika lebih dari 95% sesuai dengan sekuens database. Untuk melihat kesamaan 

sekuens antara sampel isolat dengan database genbank, digunakan Multiple Se-

quences Alignment program Clustal Omega di European Bioinformatics Institute 

(www.ebi.ac.uk) untuk membuat pohon filogeni sederhana. 

 

3.10 Toksisitas 

Uji toksisitas dibagi menjadi 2 uji, yaitu uji pendahuluan dan uji utama. 

 

3.10.1 Uji Pendahuluan 

Uji pendahuluan dimaksudkan untuk memperoleh nilai ambang batas atas dan 

nilai ambang batas bawah pada uji utama brine shrimp lethality (BSLT). Kon-

sentrasi ambang batas atas adalah konsentrasi terendah dari bahan uji yang dapat 

mematikan larva Artemia sp. pada waktu pemaparan 24 jam. Konsentrasi ambang 

batas bawah adalah konsentrasi tertinggi dari bahan uji yang dapat menyebabkan 

semua larva Artemia sp, hidup pada waktu pemaparan 48 jam. 

 

Adapun langkah-langkah pada uji pendahuluan toksisitas adalah sebagai berikut: 

a.  Persiapan wadah uji 

Pada uji pendahuluan, digunakan sebanyak 30 botol vial berukuran 10 mL ste-

ril. Sebanyak 15 botol vial diisi air laut yang telah diberikan ekstrak fungi PJD-

01 sebanyak 5 mL dan sebanyak 15 botol vial sisanya diisi air laut yang telah 

diberikan larutan ekstrak fungi WBA-01 sebanyak 5 mL.  

b.  Persiapan hewan uji 

Penetasan kista Artemia sp. dilakukan di wadah kaca dengan cara sebanyak 1 g 

kista Artemia sp. direndam dalam air laut sebanyak 100 mL yang diberi pene-

rangan dengan lampu listrik serta diaerasi selama 24-48 jam. Artemia sp. yang 
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menetas pada usia 24 jam adalah Artemia sp. yang digunakan pada uji. Artemia 

sp. yang digunakan adalah sebanyak 10 ekor pada setiap botol vial. 

c.  Pembuatan larutan stok 

Larutan stok dibuat dengan ekstrak fungi PJD-01 dan WBA-01 yang telah di-

dapatkan. Larutan stok yang dibuat adalah 10.000 ppm yang dilarutkan dengan 

air laut sehingga perbandingan ekstrak dan pelarut adalah 1:1.000 (1 g/L). La-

rutan stok 10.000 ppm dibuat dengan melarutkan 1 gram masing-masing eks-

trak fungi ke dalam air laut sebanyak 1.000 mL. Larutan dihomogenkan dan 

disimpan. Volume yang digunakan sebagai larutan stok dihitung dengan meng-

gunakan persamaan (1). 

V1 x M1 = V2 x M2..........................................................................................(1) 

keterangan: 

V1  = volume larutan stok yang digunakan 

M1  = konsentrasi larutan stok 

V2  = volume yang diuji 

M2  = konsentrasi yang diinginkan. 

d.  Pelaksanaan uji pendahuluan 

Pengujian BSLT menurut Juniarti et al. (2009) adalah Artemia sp. dimasukkan 

ke dalam wadah uji yang ditentukan perlakuannya. Pada tiap wadah uji yang 

telah diberi perlakuan, dimasukkan 10 Artemia sp. (Puspitasari et al., 2018).  

Konsentrasi yang digunakan pada uji ini adalah 1.000, 100, 10, 1, dan 0,1 ppm. 

Tabung vial diletakkan di bawah penerangan dan diamati selama 24 jam. Ting-

kat toksisitas dihitung dari jumlah larva Artemia sp. yang mati. Kriteria standar 

kematian pada larva Artemia sp. adalah jika larva Artemia sp. tidak menunjuk-

kan pergerakan. 

 

3.10.2 Uji Utama 

Adapun langkah-langkah pada uji utama toksisitas adalah sebagai berikut: 

a.  Persiapan wadah uji dan hewan uji 

Wadah uji dan hewan uji disiapkan dengan tahapan yang sama dengan tahapan 

pada uji pendahuluan. 
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b.  Pelaksanaan uji utama 

Pada pelaksanaan uji utama, konsentrasi ditentukan berdasarkan nilai ambang 

batas atas dan ambang batas bawah yang diperoleh dari hasil uji pendahuluan. 

Dalam penentuan rentang konsentrasi, logaritma yang tetap harus dimiliki agar 

tidak terjadi kekeliruan atau eror dalam menentukan nilai LC50-24 jam bahan 

uji (Ngatidjan, 2006). Rentang konsentrasi yang digunakan dalam uji toksisitas 

dapat dihitung berdasarkan persamaan (2) dan persamaan (3). 

Log
N

n
=k log

a

n
 ..................................................................................................(2) 

a

n
= 

b

a
= 

c

b
= 

d

c
= 

e

d
 ..........................................................................................(3) 

keterangan:  

N  = konsentrasi ambang atas 

n = konsentrasi ambang bawah 

a = konsentrasi ke-1 untuk pengujian 

k  = jumlah konsentrasi yang diuji (misal 5; a, b, c, d, e). 

 

Uji toksisitas sampel dihitung berdasarkan besarnya nilai dari LC50-24 jam yang 

mematikan Artemia salina sampai 50%. Perhitungan statistik LC50 dihitung de-

ngan menggunakan analisis probit. Nurhayati et al. (2006) menjelaskan bahwa 

efek toksisitas dianalisis dari pengamatan dengan persen kematian menggunakan 

persamaan (4).  

%Mortalitas = 
Jumlah larva mati

Jumlah larva uji
 x 100% ..................................................................(4) 

 

Tingkat mortalitas yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk mengetahui hu-

bungan antara nilai probit mortalitas dengan konsentrasi. Hubungan tersebut di-

peroleh dari persamaan (5), 

Y= a + bx .............................................................................................................(5) 

keterangan: 

Y = nilai probit persen mortalitas 

a  = konsentrasi regresi 

b  = slope/kemiringan regresi 

x  = logaritma konsentrasi bahan uji 
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dengan nilai a dan b didapatkan berdasarkan persamaan (6) dan persamaan (7). 

a = 
1

n
(ƩY-bƩX) ....................................................................................................(6) 

b = 
∑ XY-

1

n
( ∑ X ∑ Y)

∑ X2-
1

n
( ∑ X)

2
 .................................................................................................(7) 

 

LC50-24 jam diperoleh dari anti log M, dimana M merupakan logaritma konsen-

trasi bahan toksik pada Y = 5, yaitu nilai probit 50% hewan uji, sehingga persa-

maan regresi menjadi persamaan (8). 

M= 
Y-a

b
 .................................................................................................................(8) 

keterangan:  

n  = banyaknya perlakuan 

M  = nilai X pada Y = 5. 

 

Kategori toksisitas pada ekstrak Fungi PJD-01 dan WBA-01 ditentukan dengan 

nilai konsentrasi LC50 yang disajikan pada Tabel 6.  

 

Tabel 6. Nilai dan kategori toksisitas  

No Nilai LC50(μg/ mL) Kategori toksisitas 

1 < 1.000 Toksik 

2 > 1.000 Tidak toksik 

Sumber: Meyer et al. (1982) 

 

3.11 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GCMS) 

Analisis GCMS dilakukan menggunakan GCMS QP2010S. Ekstrak fungi yang te-

lah dimaserasi diinjeksikan ke injektor GC dan kemudian diuapkan. Sampel yang 

berbentuk uap dibawa oleh gas pembawa menuju kolom kromatografi untuk pro-

ses pemisahan senyawa yang berdasarkan volatilitas dan interaksi dengan kolom 

GC. Pada tahap penguapan, oven GC disetel suhunya secara bertahap untuk me-

misahkan senyawa dengan titik didih yang berbeda. Selanjutnya, masing-masing 

senyawa akan melalui ruang pengion dan dibombardir oleh elektron sehingga ter-

jadi ionisasi. Fragmen-fragmen ion yang dihasilkan akan dipisahkan berdasarkan 

rasio massa terhadap muatan menggunakan medan magnet atau listrik dan akan 
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ditangkap oleh detektor dan diubah menjadi spektrum massa. Jumlah senyawa da-

lam ekstrak ditunjukkan oleh puncak (peak) pada kromatogram, sedangkan nama 

atau jenis senyawa yang ada diinterpretasikan berdasarkan data spektrum dari tiap 

puncak dengan menggunakan metode pendekatan pustaka pada database GCMS 

(Hendayana, 1994; Pringgenies, 2009). 



V.  SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

 

5.1  Simpulan 

1. Kandungan senyawa pada ekstrak fungi PJD-01 dan WBA-01 antara lain 

adalah erythritol, arabinitol, dan glucitol. 

2. Isolat PJD-01 secara molekuler memiliki kemiripan dengan fungi Aspergillus 

nidulans. 

 

5.2  Saran 

Adapun saran dari penelitian adalah sebagai berikut: 

1.  Berdasarkan senyawa yang sudah diketahui, perlu dilakukannya penelitian 

lanjutan senyawa lain yang berfungi sebagai antibakteri. 

2. Perlu dilakukannya uji lanjutan dari ekstrak fungi A. nidulans. 
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