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ABSTRAK

Tujuh isolat kapang endofit dari tumbuhan sarang semut (Hydnophytum formicarum) telah
dilakukan pengamatan aktifitas antimikrobanya. Tujuan penelitian ini adalah menentukan
periode kultur kapang endofit sarang semut yang memiliki aktivitas antimikroba terbaik. Uji
aktivitas antimikroba kapang endofit menunjukkan bahwa isolat kapang RS1A memiliki zona
hambat yang lebih tinggi dengan rata-rata diameter 4,7 mm terhadap bakteri Escherichia coli dan
Bacillus subtilis. Hasil uji aktivitas antimikroba menunjukkan ekstrak isolat RS1A pada kultur
statis hari ke-21 memiliki zona hambat lebih tinggi. Zona hambat terhadap bakteri E. coli yaitu
10 mm pada konsentrasi 2 mg/sumur dan 7 mm pada konsentrasi 1 mg/sumur, sedangkan zona
hambat terhadap bakteri B. subtilis masing-masing 7 mm dan 6 mm.

Kata Kunci : antimikroba, endofit, kapang laut, lama kultur, sarang semut

ABSTRACT

Seven isolates of endophytic fungi from sarang semut plant (Hydnophytum formicarum)
was observed for their antibacterial activity. This study aimed to determine the culture period of
sarang semut endophytic fungi that has the best antibacterial activity. Screening of endophytic
fungi resulted that RS1A isolate showed the widest zone of inhibition, which was 4.7 mm against
Escherichia coli and Bacillus subtilis. The highest antibacterial activity of RS1A was shown by
the extracts from static culture harvested on day 21. Zone of inhibition against Escherichia coli
was 10 mm at a concentration of 2 mg/well and 7 mm at a concentration of 1 mg/well, while
zone of inhibition against Bacillus subtilis was 7 mm and 6 mm, respectively.
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I. PENDAHULUAN

Sarang semut merupakan tumbuhan
epifit yang hidup menempel pada tumbuhan
lain. Secara empiris, tumbuhan sarang semut
digunakan sebagai obat terutama oleh
masyarakat Papua. Manfaat sarang semut
telah dibuktikan melalui beberapa penelitian
antara lain memiliki aktivitas antikanker
terhadap sel kanker HelLa dan sel kanker
MCM-B2 (Soeksmanto et al. 2010),
antioksidan (Engida et al., 2014; Sanjaya et
al. 2014), immunomodulator (Hertiani et al.
2010), meningkatkan kinerja liver (Sujono et
al. 2014), menurunkan kadar asam urat
(Ernawati and Susanti, 2014; Tayeb et al.
2014), dan agen therapeutic (Zuas et al.
2014). Ekstrak sarang semut mengandung
flavonoid (Engida et al. 2014), fenol, tanin
dan karbohidrat, serta memiliki aktivitas
sitotoksik dan antioksidan (Bustanussalam
2010). Sarang semut juga diketahui
memiliki  aktivitas  inhibisi  terhadap
beberapa mikroba seperti Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, dan Candida
albicans (Efendi and Hetiani 2013).

Kapang endofit memiliki kemampuan
menghasilkan senyawa bioaktif yang mirip
dengan inangnya (Strobel 1996; Tan dan
Zou 2001). Kapang endofit dapat
menghasilkan senyawa antibiotik yang aktif
terhadap bakteri patogen manusia dan

tanaman. Beberapa penelitian tentang
mikroba endofit, khususnya kapang endofit
menunjukkan  bahwa  kapang endofit
memiliki  aktivitas  biologis  sebagai
antibakteri (Samuel et al. 2011), antikanker
(Visalakchi ~ dan ~ Muthumary  2010),

antimalaria dan antioksidan (Strobel 2003).
Kapang endofit juga dapat melindungi dan
menjaga kelestarian tumbuhan inang (Kjer et
al. 2010).

Sahara (2013) telah melakukan isolasi
kapang endofit yang berasal dari umbi
sarang semut (Hydnophytum formicarum)
dan menghasilkan tujuh isolat kapang
endofit berbeda. Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan metode dan periode
kultur kapang endofit sarang semut yang
memiliki aktivitas antimikroba terbaik.
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Il. METODE PENELITIAN

Seleksi kapang endofit (Papuangan 2009)

Seleksi kapang endofit dilakukan
pada 7 isolat kapang koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Hasil Perairan, Departemen
Teknologi Hasil Perairan, Institut Pertanian
Bogor. Hasil isolasi dari umbi tumbuhan
pesisir  sarang semut  (Hydnophytum
formicarum) yang berasosiasi  dengan
tumbuhan bakau Avicennia sp. dari Sorong,
Papua (kode RS1A, RS1B, RS2A, RS2B,
RS3, RS6A, dan RS6B). Isolat kapang
endofit tumbuhan sarang semut Kkoleksi
laboratorium diremajakan dengan
ditumbuhkan dalam media PDA (Potato
Dextrose Agar) dan diinkubasi pada suhu
ruang (27-29 °C) selama 7 hari. Seleksi
kapang endofit dilakukan secara langsung
terhadap mikroba uji, yaitu B. subtilis dan E.

coli yang dikultur dalam media NB
(Nutrient Broth) steril. Isolat kapang
dipotong bulat (diameter 1 cm) dan

dipindahkan ke cawan media semisolid NA
(Nutrient Agar) yang berisi kultur bakteri
sebanyak 100 pL dan diinkubasi pada suhu
37 °C selama 24 jam. Aktivitas antimikroba
ditunjukkan dengan terbentuknya zona
bening.

Kultivasi isolat terpilih (Srikandace et al.
2007)

Kapang terpilih hasil seleksi yang
dikultur pada media PDA ditumbuhkan pada
media PDB (prekultur) selama 7 hari.
Kapang hasil prekultur diinokulasikan ke
dalam 200 mL media PDB steril dan
dikultivasi pada suhu ruang selama 30 hari
dengan perlakuan kultur shaker dan secara
statis. Sampling dilakukan setiap interval 3
hari untuk mengetahui pertumbuhan isolat
kapang tersebut. Kurva pertumbuhan kapang
ditentukan berdasarkan waktu kultivasi dan
bobot biomassa. Penentuan biomassa kering
kapang dilakukan dengan menyaring miselia
menggunakan Kkertas saring, kemudian
dikeringkan menggunakan oven (suhu 40
°C). Bobot kering miselia ditimbang
sehingga didapatkan biomassa kapang,
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kondisi pH media juga diamati selama
proses kultivasi.

Ekstraksi kapang endofit (Tarman et al.
2011)

Proses ekstraksi dilakukan terhadap
media kultur yang telah dipisahkan dari
miselianya. Ekstraksi menggunakan pelarut
etil asetat dengan metode maserasi. Proses
maserasi dilakukan dengan menambahkan
etil asetat pada media kultur kemudian
diberi goyangan menggunakan shaker
selama 24 jam. Ekstrak yang diperoleh
kemudian dipisahkan dari media
menggunakan corong pisah. Proses ini
dilakukan sebanyak 3 kali. Ekstrak
dipekatkan menggunakan vacuum rotary
evaporator pada suhu 40 °C sehingga
diperoleh ekstrak kasar dari media kultur.

Uji aktivitas antimikroba (Holo et al.
1991)

Uji dilakukan menggunakan metode
difusi  sumur (well diffusion method)
terhadap mikroba E. coli and B. subtilis.
Mikroba uji disiapkan dengan
menumbuhkan bakteri uji dalam media NA
dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
°C. Mikroba uji kemudian dikultur pada
media NB steril dan diinkubasikan kembali.
Bakteri  kultur  diukur  kepadatannya
menggunakan spektrofotometer UV-VIS
pada panjang gelombang 600 nm. Bakteri uji
20 pL ditambahkan ke dalam 20 mL media
MHA steril kemudian dihomogenisasi
menggunakan vortex dan dituang pada
cawan petri steril. Media didiamkan hingga
memadat, lubang (sumur) dibuat dengan
diameter 6 mm secara aseptis. Ekstrak
kapang endofit dimasukkan ke dalam lubang
masing-masing 20 uL dengan konsentrasi 1
mg, dan 2 mg, kontrol positif dan negatif.
Kontrol positif menggunakan antibiotik
kloramfenikol 300 pg dan kontrol negatif
menggunakan pelarut yang sama dalam
ekstraksi  (etil asetat). Masing-masing
perlakuan dilakukan secara duplo. Cawan
tersebut diinkubasi pada suhu 37 °C selama
24 jam. Pengukuran diameter zona hambat
dilakukan dengan mengurangi diameter zona
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hambat yang terbentuk sekeliling lubang
dengan diameter lubang (6 mm).

1. HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi kapang endofit

Pengujian antagonis isolat kapang
endofit dari tumbuhan pesisir sarang semut
memiliki aktivitas menghambat
pertumbuhan mikroba E. coli dan B. subtilis
(Gambar 1). Terdapat perbedaan antara
isolat kapang yang berasal dari satu inang
yang sama. Kemampuan tiap isolat kapang
untuk  menghasilkan  metabolit  yang
memiliki aktivitas antimikroba tidak sama.
Kapang endofit juga dapat memproduksi
komponen bioaktif selain zat antimikroba
(Pelaez et al. 1998). Jenis kapang yang
berbeda memungkinkan terjadinya
perbedaan komponen aktif yang terdapat
pada kapang tersebut (Huang et al. 2008).
Isolat RS1A memiliki nilai penghambatan
mikroba tertinggi dengan nilai rata-rata
diameter zona hambat 4,7 mm terhadap
kedua jenis bakteri uji, sehingga isolat RS1A
ini dipilih sebagai isolat yang digunakan
pada uji selanjutnya.

1A 1B 2A 2B 3 6A
Kapang endofit

Gambar 1. Zona Hambat kapang endofit

sarang semut terhadap E. coli (["-J) dan B.

subtilis (8 ) (Rataan * standar deviasi; 3
ulangan)

Pertumbuhan isolat RS1A

Pertumbuhan kapang terdiri dari
empat fase, yaitu fase lag (adaptasi), fase log
(pertumbuhan), fase stasioner dan fase
kematian (Carlile et al. 2001). Isolat RS1A
yang dikultivasi dengan shaker
menunjukkan fase adaptasi hingga hari ke-6,
pada fase ini terjadi penyesuaian kapang
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dengan lingkungan. Fase pertumbuhan 09 - 7
berlangsung hingga hari ke-18. Pertumbuhan Jos 6
kapang pada fase ini  meningkat, o 0,7 .
penambahan jumlah sel terjadi dengan cepat. S 06 I
Hari ke-18 hingga hari ke-30 kultivasi, 508 4T
kapang RS1A berada pada fase stationer £ 04 -3 =
. . X 0,3
yang ditandai dengan pertumbuhan kapang p -2
. . . . 2 0,2
yang lambat. Berat biomassa kering tertinggi £ 01 L1
pada kultivasi terjadi pada hari ke-24 yaitu 2 0.0 0

sebesar 0,6985 ¢/100 mL (Gambar 2.)

Isolat kapang RS1A yang dikultur
pada kondisi statis mengalami fase adaptasi
hingga hari ke-9, fase pertumbuhan hingga
hari ke-12 dan hingga hari ke-27 kapang
RS1A berada pada fase stasioner. Hari ke-30
kultivasi pada kedua jenis kultur belum
menunjukkan penurunan biomassa kapang
yang menandakan mulai terjadinya fase
kematian. Pertumbuhan isolat kapang RS1A
yang dikultur dengan kondisi statis
menunjukan pertumbuhan tertinggi pada
hari ke-27 dengan bobot biomassa kering
sebesar 0,7180 g/100 mL (Gambar 3).
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Gambar 2. Pertumbuhan isolat RS1A pada
kultur shaker (€ biomasa kering, ll pH
media), (Rataan + standar deviasi; 2
ulangan)
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Gambar 3. Pertumbuhan isolat RS1A pada
pada kultur statis ( € biomasa kering,
B pH media),
(Rataan * standar deviasi; 2 ulangan)

Penggunaan shaker pada kultivasi
bertujuan untuk menciptakan kondisi aerasi
yang aktif dengan cara menggoyangkan
substrat  atau media  pertumbuhan.
Pertumbuhan dipengaruhi oleh ketersediaan
oksigen dan nutrien. Pengaruh oksigen pada
biomassa ditunjukkan dengan meningkatnya
berat biomassa (Choiron et al. 2013).
Kondisi aerasi juga membantu penyebaran
nutrien dalam media. Kultur dalam kondisi
statis menyebabkan nutrien dalam media
cenderung terperangkap dibagian bawah
kapang. Hal ini yang diduga dapat
menyebabkan terbatasnya nutrisi yang dapat
diserap oleh kapang. Pertumbuhan pada
kedua metode kultivasi yaitu dengan shaker
dan statis menunjukkan perbedaan (Gambar
4.) Menurut Gandjar et. al. (2006), pada
media dengan kultur yang digoyang (shaker)
akan terlihat kapas-kapas kecil melayang
dalam media. Bentuk seperti kapas tersebut
adalah spora atau konidia tunggal yang
sudah tumbuh menjadi miselia.
Shahriarinour et al. (2011) menyebutkan
miselia pada kultur statis tumbuh dan
membentuk lapisan diatas media yang
mempengaruhi waktu dan area kontak antara
sel kapang dan substrat media.
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Gabar 4. Isolat RS1A kultur pada 21 hari
(kiri: kultur shaker, kanan: kultur statis)

Metabolit sekunder yang dihasilkan
kapang endofit berkolerasi dengan faktor
lingkungan  (Samuel et al. 2011).
Pertumbuhan kapang dipengaruhi oleh
substrat, kelembapan, temperatur, senyawa
kimia lingkungan dan derajat keasaman
(pH). Fungi biasanya lebih menyukai pH di
bawah 7 (Gandjar et al. 2006). Rajasekar et
al. (2012) menyebutkan produksi agen
antimikroba sangat dipengaruhi kondisi pH
media, yaitu pH antara 5-9. Nilai pH yang
dihasilkan pada penelitian ini masih berkisar
pada pH optimum kapang dalam
memproduksi zat aktif yaitu berkisar 4,5-5.

Aktivitas antimikroba isolat RS1A

Hasil pengujian difusi sumur (well
diffusion assay) ekstrak isolat kapang RS1A
kedua kondisi kultur menunjukkan zona
hambat terhadap mikroba E. coli dan B.
subtilis (Gambar 4 dan 5). Ekstrak hasil
media  kultivasi  statis  lebih  tinggi
hambatannya dibanding hasil metode kultur
shaker. Nilai zona hambat tertinggi dari
kultur media statis (21 hari) terhadap E. coli
yaitu sebesar 10 mmpada konsentrasi
ekstrak 2 mg/sumur dan 7 mm pada
konsentrasi 1 mg/sumur, sedangkan zona
hambat terhadap B. subtilis masing-masing
sebesar 7 mm dan 6 mm.
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5. Aktivitas antimikroba ekstrak
isolat RS1A  (kultur shaker)
terhadap E. coli ( L.J1 mg, 2
mg) dan B. subtilis (i=271 mg,
B# 2 mg) (C kontrol positif)
(Rataan + standar deviasi; 2
ulangan)

Gambar

15
Periode kultivasi (hari)

12 18

6. Aktivitas antimikroba ekstrak
isolat RS1A  (kultur statis)
terhadap E. coli ( [.-] 1 mg,
mg) dan B. subtilis ( E# 1 mg,

2 mg) (C kontrol positif)
(Rataan + standar deviasi; 2
ulangan)

Gambar

Waktu Kkultivasi memengaruhi zona
hambat yang dihasilkan ekstrak isolat RS1A.
Hari ke-21 kultivasi kapang RS1A pada
perlakuan kultur statis berada pada fase
stationer. Hal ini menunjukkan senyawa
antimikroba pada isolat RS1A terakumulasi
pada fase ini. Fase stasioner merupakan fase
penting karena banyak metabolit sekunder
dapat dipanen pada fase ini (Gandjar et al.
2006).

C
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Augustine et al. (2005) menyebutkan
produksi metabolit yang dikeluarkan ke
lingkungan maksimum pada akhir fase log
dan relatif konstan selama fase stasioner.
Srikandance et al. (2007) juga menyebutkan
bahwa pada fase ini jumlah sel tetap, laju
pertumbuhan menurun dan beberapa sel mati
karena nutrien dalam media berkurang.
Metabolisme pada fase ini masih terus
berlangsung dan produk metabolisme yang
cenderung menumpuk. Sintesis metabolit
sekunder dimulai pada saat mulai habisnya
beberapa komponen utama nutrien pada
media pertumbuhan. Sel-sel kapang pada
fase ini diduga juga lebih tahan terhadap
keadaan ekstrim.

IV. KESIMPULAN

Isolat RS1A merupakan isolat
kapang yang terpilih dari uji antagonis
terhadap bakteri Escherichia coli dan
Bacillus subtilis. Aktivitas antimikroba
ekstrak isolat RS1A menunjukkan nilai
inhibisi lebih tinggi pada kultivasi statis
yang dipanen 21 hari, dengan rata-rata zona
hambat terhadap E. coli 10 mm dan terhadap
B. subtilis 7 mm pada konsentrasi 2
mg/sumur.
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