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ABSTRACT: The optimal cultivation time of symbiont fungi Aspergillus unguis (WR8) with marine
sponge Haliclona fascigera and antibacterial activity assay from the ethyl acetate extracts symbiont
fungi A. unguis (WR8) have been determined. The fungi was cultivated on Sabaoraud Dextrose Broth
medium in both static condition and using shaker incubator at 120 rpm at 25-28°C. Optimal cultivation
time was determined by the amount of dry biomass mycelium fungi per unit of time. Liquid medium
was extracted with ethyl acetate and used for antibacterial activity assay using agar diffusion method
against Staphylococcus aureus. The study showed that the optimal cultivation time of symbiont fungi A.
unguis (WR8) in static condition was achieved on day 21 while the extract (5 % w/v) inhibited bacterial
growth with an inhibition zone of 21 mm. Meanwhile, The optimal cultivation time in the shaker was
achieved on day 14 and the inhibition zone of the extract was 11 mm. The study concludes that the
optimal cultivation time for production of antibacterial compounds by symbiont fungi A. unguis (WR8)
was obtained at 21 days in static condition.

ABSTRAK: Penelitian tentang penentuan waktu optimal pertumbuhan jamur simbion Aspergillus
unguis (WR8) dan pengujian aktivitas antibakteri telah dilakukan. Kultivasi jamur dilakukan dengan
menggunakan media Sabaoraud Dextrose Broth (SDB) dalam keadaan statis dan di-shaker (120 rpm)
pada suhu 25-28°C. Pertumbuhan jamur secara optimal ditentukan berdasarkan jumlah biomassa
kering miselia jamur per satuan waktu. Media cair diekstraksi dengan pelarut etil asetat, ekstrak
etil asetat selanjutnya digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difusi
agar terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu optimal
pertumbuhan jamur simbion tersebut dalam keadaan statis adalah pada hari ke-21 dan diameter
hambat ekstrak (5 %b/v) adalah 21 mm. Sedangkan waktu optimal pertumbuhan jamur yang di shaker
adalah pada hari ke-14 dan diameter hambat ekstrak sebesar 11 mm. Dapat disimpulkan waktu
kultivasi optimal untuk menghasilkan senyawa antibakteri dari jamur A. unguis (WR8) adalah selama
21 hari secara statis menggunakan media cair.

PENDAHULUAN terhadap antibiotika, mendorong para peneliti untuk
mencari antibakteri baru [1]. Salah satu penghasil senyawa

Penemuan senyawa antibakteri dan pengembangan alami antibakteri baru adalah jamur, keanekaragaman
senyawa antibakteri sintetis, mempengaruhi terapi tethadap spesies jamur menghasilkan banyak metabolit sekunder.
penyakit infeksi dan memperbaiki kualitas hidup manusia Senyawa antimikroba dari jamur yang hidup dilingkungan
dan organisme lainnya. Meningkatnya kasus resistensi yang khas seperti jamur endofit dari tumbuhan liar dan
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jamur laut meningkat jumlahnya saat ini. Alga, spon dan
mangrove merupakan host terbanyak dari strain jamur laut
yang menghasilkan senyawa antibakteri [2].

Metabolit sekunder yang diisolasi dari jamur simbion
Trichoderma sp spon laut Haliclona sp adalah trichoderin
A, Al, B dengan aktivitas aktif terhadap mikobakteri [3],
senyawa antibakteri hirsutanol A, C dan ent-gloeosteretriol
yang diisolasi dari jamur yang belum teridentifikasi [4].
Aktivitas antibakteri juga telah ditemukan dari spon
Haliclona fascigera. Telah diisolasi 25 jamur simbion dan
delapan ekstrak etil asetat jamur simbion yang diisolasi
dari media cair SDB selama 4 minggu pada temperatur
25-27°C memperlihatkan aktivitas antimikroba terhadap
Staphylococus anreus, Bscherichia coli dan Candida albicans |5].

Pada penelitian sebelumnya yang dilakukan Aulia
(2015) dan Rasyid (2015) telah diisolasi 21 jamur simbion
dari spon laut H. fascigera dan 17 ekstrak etil asetat isolat
jamur mempunyai aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Methicillin resistant Staphylococcus anrens (IMRSA), salah satu
jamur yang mempunyai diameter daya hambat 22-26,6 mm
adalah isolat jamur WRS8. Hasil skrining sitotoksik ekstrak
etil asetat jamur WR8 dengan metode BSLT diperoleh nilai
LC50 1 ppm [6].

Variasi dalam lingkungan pertumbuhan jamur
memiliki dampak yang signifikan pada kuantitas dan
keragaman metabolit sekunder yang dihasilkan, optimasi
kondisi tumbuh dapat meningkatkan produksi senyawa
secara signifikan. Optimasi merupakan langkah awal
kultivasi jamur dalam menghasilkan senyawa metabolit
sekunder bioaktif [7]. Media pertumbuhan mempengaruhi
jumlah biomass kering jamur, dari enam media cair yang
digunakan dalam kultivasi jamur Verticillium lecanii
(zimm).Viegas, berat kering biomass terbanyak diperoleh
dati media Molasses Yeast Broth (MYB) yaitu 746 mg/100
mL selama 14 hari kultivasi [8].

Pada penelitian ini dilakukan penentuan waktu
optimal pertumbuhan isolat jamur simbion WR8 pada
media cair Sabaoraud Dextrose Broth (Merck, Jerman)
dalam keadaan statis dan di shaker (120 rpm) pada suhu
25-28°C untuk menghasilkan senyawa antibakteri. Media
SDB merupakan media sintetik yang umum digunakan
untuk pertumbuhan jamur, mengandung sejumlah besar
sumber karbohidrat, nitrogen, pH 5-6 dan temperatur
pada 15-37°C [9].

Waktu optimal ditentukan dari berat kering miselia
jamur (biomass), dan uji aktivitas antibakteri dengan cara
difusi agar. Isolat jamur simbion diidentifikasi urutan basa
nukleotida berdasarkan gen 18S rfRNA dengan Polimerase
Chain Reaction (PCR).

METODE PENELITIAN

Jamur simbion Aspergillus unguis (WRS)
Isolat jamur A. unguis (\WR8) dari spon laut H. fascigera
yang diperoleh dari peneliti sebelumnya [6].

Peremajaan isolat jamur A. #nguis (WR8)

Isolat jamur A. unguis WRS yang disimpan pada
suhu 4°C di inkubasi selama 24 jam pada suhu ruangan,
kemudian satu ose jamur diinokulasikan pada agar miring
yang berisi media Sabaoraud Dextrose Agar (Merck®,
Jerman) +kloramfenikol (Sigma®). Selanjutnya diinkubasi
selama 3-5 hari pada suhu 25-28°C.

Penentuan waktu kultivasi optimal dengan cara statis

Pengumpulan Isolat jamur yang telah diremajakan
diambil satu ose dan dipindahkan kedalam 50 mL. media
cair SDB steril dan dihomogenkan. Kemudian diinkubasi
selama 3-5 hari pada suhu 25-28°C yang akan digunakan
sebagali starter inoculum.

Starter inoculum jamur sebanyak 50 mlL kemudian
dicukupkan menjadi 250 mL dengan media SDB dan
kemudian dikultivasi selama 28 hari dalam kondisi statis.
Waktu optimal pertumbuhan jamur ditentukan berdasarkan
jumlah biomass kering miselia jamur pada hari ke-7, 12,
15, 19, 21 dan 28 hari kultivasi.

Penentuan waktu kultivasi isolat jamur dengan cara shaker

Isolat jamur yang telah diremajakan diambil satu ose
dan dipindahkan kedalam 50 mL media cair SDB dan
dihomogenkan. Kemudian diinkubasi selama 3-5 hari
pada suhu 25-28°C dengan kecepatan 120 rpm yang akan
digunakan sebagai starter inoculum.

Starter inoculum jamur sebanyak 50 mlL kemudian
dicukupkan menjadi 250 mL dengan media SDB dan
kemudian dikultivasi dengan kecepatan 120 rpm selama
14 hari. Waktu optimal pertumbuhan jamur ditentukan
berdasarkan jumlah biomass kering miselia jamur pada
hari ke-2, 4, 6, 8, 10, 12 dan 14 hari selama kultivasi.

Pengukuran berat kering miselia jamur dari media cair
Miselia jamur dan media cair dipisahkan dengan

kertas saring, miselia dicuci bersih dengan air suling steril,

kemudian miselia dikeringkan menggunakan oven pada

suhu 50°C hingga di dapatkan berat konstan.

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder dari media kultivasi
isolat jamur

Media kultur diekstraksi dengan pelarut etil asetat
destilasi

dengan perbandingan 1:1 dihomogenkan
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kemudian maserasi selama 24 jam. Ekstrak etil asetat
dipisahkan dari media kultur menggunakan corong pisah.
Ekstrak organik yang di dapat kemudian diuapkan dengan
rotary evaporator (Buchi® Rotavor R-210) 40°C sehingga
didapatkan ekstrak kental etil asetat.

Pengujian aktivitas antibakteri

Pengujian aktivitas antibakteri berdasarkan metode
Kirby Bauer modifikasi [10], dimana suspensi bakteri uji
8. anreus ATCC 25923 sebanyak 100 pl digoreskan secara
merata pada permukaan media Nutrient Agar (Merck®)
padat. Kemudian kertas cakram steril (Advantec®) yang
telah ditetesi larutan ekstrak etil asetat (5 %b/v) diatas
permukaan media NA. Inkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Amati zona bening yang muncul setelah diinkubasi.
Sebagai kontrol negatif digunakan Dimetilsulfoksida-
DMSO (Metck®) dan sebagai kontrol positif digunakan
antibiotika kloramfenikol 0,3 %b/v.

Identifikasi molekuler isolat jamur WR8

Identifikasi jamur dilakukan di Laboratorium
Penelitian Bioteknologi, LIPI Cibinong. Isolat jamur
dikulturkan di dalam medium cair (4 ml) dan diinkubasi
shaker selama 72 jam. Kemudian ekstraksi DNA genom.
Campuran reagen mix PCR menggunakan Kappa ready
mix master kit for PCR dengan Primer 18F (5-ATC TGG
TTG ATC CTG CCA GT-3’), Primer 18R (5>-GAT CCT
TCC GCA GGT TCA CC-3’). Hasil PCR dielektroforesis
dalam 1 % gel agarose. Hasil data sekuens basa nukleotida
dianalisis dengan data base BLAST NCBI.

HASIL DAN DISKUSI

Secara makroskopik karakteristik koloni jamur
A. unguis (WRS8) didalam media SDA berwarna kuning
kecoklatan dibagian tengah dan hijau gelap disekililingnya
dan pada bagian tepi luar berwarna putih.

Koloni A. unguis dalam media Czapek-zox suhu 25°C
secara makroskopis berwarna kuning terang dibagian
tengah dan hijau hingga hijau gelap disekelilingnya, koloni
pada bagian tengah akan berubah menjadi berkerut setelah
hari ke-13. Sedangkan didalam media MEA (Malt Extract
Agar) miselia berwarna putih dan koloni berwarna hijau
dan diameter 3-4 cm pada kondisi yang sama [11].

Berdasarkan kurva optimasi kultivasi pertumbuhan
A. wunguis selama 28 hari dalam kondisi statis terdiri dari
fase log (cksponensial), fase stasioner dan fase kematian.

Pada penelitian ini, pertumbuhan jamur tidak terlihat
adanya fase lag, hal ini disebabkan penggunaan inokulum

yang berumur 3-5 hari, dimana inokulum yang baik telah

Gambar 1. Jamur simbion Aspergillus
unguis pada media SDA®

memasuki fase log, sehingga dapat mempersingkat fase lag.
Fase lag merupakan fase pertumbuan jamur beradaptasi
dengan kondisi lingkungannya.

Fase log pertumbuhan jamur terjadi pada hari ke-7
hingga hari ke-14, pada fase log terjadi peningkatan jumlah
biomass. Fase stasioner terjadi pada hari ke-15 hingga ke-
21 dimana pertumbuhan jamur relatif tetap, pertumbuhan
jamur seimbang dengan jumlah sel yang mati. Pada fase
stasioner meskipun karbon sebagai sumber energi atau
nutrisi yang penting telah habis digunakan, tidak berarti
pertumbuhan berhenti, hal ini dikarenakan terjadinya lisis
pada sel yang mati dan digunakan sebagai sumber nutrisi.
Selain itu adanya produk buangan yang dapat menghambat
pertumbuhan sel atau toksik bagi sel [12].

Kultur memasuki fase terakhir dari pertumbuhan
mikroba, yaitu fase kematian setelah hari ke-21 dimana
terlihat penurunan jumlah biomass. Waktu kultivasi
optimal pertumbuhan A. #nguis pada media SDB terjadi
pada hari ke-21. Selama kultivasi statis, miselia 4. #nguis
berwarna putih kekuningan, miselia jamur terlihat hanya
pada permukaan media cair dan media berwarna kuning
kecoklatan.

Berdasarkan kurva optimasi kultivasi selama 14 hari
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan jamur A. unguis pada
media cair (statis)
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Gambar 3. Jamur A. unguis di dalam media SDB dalam
kondisi statis

dengan kecepatan 120 rpm, terlihat hanya fase log dari hari
ke-2 hingga hari ke-14.

Pada kultivasi pertumbuhan jamur dengan cara
shaker adanya pengadukan atau agitasi sebesar 120 rpm
sehingga pertumbuhan jamur dapat meningkat dengan
cepat. Pada hari ke-12 jumlah biomass kering jamur
dengan shaker adalah 1,45 g, sedangkan kondisi statis
lebih kecil yaitu 1,04 g. Adanya agitasi akan mempengaruhi
pencampuran nutrient, massa dan penghantaran panas,
perubahan morfologi jamur, menyebabkan variasi dalam
pertumbuhan dan pembentukkan produk metabolisme
serta kerusakan struktur sel [13]. Pertumbuhan A. unguis
yang dikultivasi dengan kecepatan 120 rpm selama 14 hari
memperlihatkan miselia jamur berbentuk helaian halus
berwarna putih kekuningan dan tersebar didalam media.

Dari hasil pengujian aktivitas antibakteri diketahui
bahwa diameter hambat ckstrak pada tertinggi pada
kultivasi kondisi statis hari ke-21 sebesar 21 mm. Sedangkan
aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat pada keadaan shaker
diameter hambatnya lebih kecil dibandingkan keadaan
statis, dimana pada hari ke-14 mempunyai diameter

hambat 11 mm (Gambar 6).

2000

1500 -

1000

500 -

Berat Biomassa Jamur (mg)

Hari ke-

Gambar 4. Kurva optimasi pertumbuhan A.unguis dengan
kecepatan 120 rpm

Pada fase log hingga fase stasioner terjadi peningkatan
diameter daya hambat ekstrak terhadap bakteri, dikarenakan
pada fase log terjadi peningkatan pertumbuhan dan adanya
hasil-hasil metabolisme jamur yang disekresikan kedalam
media cair.

Pada fase stasioner merupakan fase dimana terjadi
penumpukan hasil metabolisme sekunder, hal ini terlihat
pada hari ke-21 (statis) dengan diameter hambat terhadap
bakteri yang paling besar dibandingkan pada hari yang
lainnya. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ruiz (2010),
Metabolit sekunder mikroba pada media cair dihasilkan
pada fase akhir pertumbuhan (idiophase) fase stasioner
[14,15]. Produksi emstrin (epipolythidioxopiperazine)
potensial sebagai senyawa antikanker, yang dihasilkan

oleh jamur laut Emericella nidulans. Konsentrasi tertinggi

Gambar 5. Jamur A. unguis di dalam media cair di shaker
120 rpm

emestrin pada media malt extract broth (MEB) diperoleh
pada kondisi statis dengan waktu kultivasi selama satu
minggu, sedangkan biomass tertinggi pada pengadukan
100 rpm [13].

Dari uji aktivitas antibakteri esktrak etil asetat
terlihat peningkatan diameter daya hambat sebanding
dengan peningkatan pertumbuhan jamur pada fase
log dan fase stasioner. Pada hari ke-28 yang memasuki
fase kematian pertumbuhan jamur, diameter zona daya
hambat mengalami penurunan yaitu 15 mm, hal ini dapat
disebabkan oleh keterbatasan jumlah nutrisi didalam media
schingga metabolit sekunder yang dihasilkan didalam
media digunakan sebagai nutrisi, dan dapat mempengaruhi
aktivitas daya hambat terhadap bakteri.

Analisis genetik isolat jamur WR8 berdasarkan urutan
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Gambar 6. Aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat dengan cara kultivasi statis dan shaker

(120 rpm)

basa gen 18S rRNA di Laboratorium Pusat Penelitian
Bioteknologi LIPI Cibinong, dengan kode LPB_047 dari
data contig urutan DNA dalam pencari BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) dari NCBI (National Center
for Biotechnology Information) identifikasikan sebagai
jamur Aspergillus unguis strain F3000054.

Identifikasi molekular diperlukan untuk mengetahui
kepastian spesies ataupun hubungan kekerabatan jamur 4.
ungnis dengan spesies lainnya yang memiliki urutan DNA
yang sama.

Metabolit sekunder yang diisolasi dati jamur A. unguis
pertama kali diisolasi oleh Stodola (1971) yaitu unguinol
dan nornidulin. Hingga tahun 2016 senyawa bioaktif yang
telah diisolasi adalah 2-chlorounguinol, nidulin, 3-ethyl-
5,7-dihydroxy-3,6-dimethylphthalide  [16],
A-C [17], folipastatin [18], guisinol [19], unguisin A-D
[20], aspergillusidones A-C [21], aspergillusidones D-F,
aspergillusphenol A-B, 2,4-chlorounguinol [22].

emeguisin

KESIMPULAN

Waktu kultivasi optimal jamur A.unguis spon
laut Haliclona fascigera untuk menghasilkan senyawa
antibakteri adalah dalam kondisi statis selama 21 hari
dengan diameter hambat terhadap bakteri Staphylococcus
aureus ATCC 25923 sebesar 21 mm. Pada penelitian
selanjutnya dapat dilakukan isolasi senyawa antibakteri dan
clusidasi struktur metabolit dari jamur simbion A. unguis

pada media beras selama waktu kultivasi optimal 21 hari.
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