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Abstract: The purpose of this study was to provide information on the antibacterial activity of ethyl 
acetate culture broth extract of endophytic fungi associated with Rhizophora mucronata. An isolated 
fungi was identifi ed as Nigrospora oryzae using microscopic and molecular analysis. Theantibacterial 
activity was carried out using micro dilution method to get MIC value. The ethyl acetate extract showed 
antibacterial activity with MIC value of 250 µg/mL against and Escherichia coli and500 µg/mL against 
Staphylococcus aureus. 
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Abstrak: Tujuan penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai sifat antibakteri ekstraketil 
asetat media kultur fungi endofi t daun bakau (R. mucronata).Fungi endofi t yang telah diisolasi dari daun 
R. mucronata diidentifi kasi secara makroskopik, mikroskopik, dan molekuler. Ekstrak etil asetat dari 
media kultur fungi endofi t diuji aktivitas antibakterinya pada Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli menggunakan metode mikrodilusiuntuk mendapatkan nilai Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). 
Hasil penelitian diperoleh isolat fungi endofi t yaitu Nigrospora oryzae. Ekstrak etil asetat (EtOAc)
media kultur fungi endofi t yang diujikan pada E. coli menunjukkan nilai KHM 250 µg/mL terhadap 
bakteri E. coli dan 500 µg/mL terhadap bakteri S. aureus. 

Kata kunci: Aktivitas antibakteri, Nigrospora oryzae, Rhizophora mucronata.
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(DMSO) p.a. , media PDA (Potato Dextrose Agar), 
media PDB (Potato Dextrose Broth), media MHB 
(Mueller Hinton Broth),isolat bakteri Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, isolat bakteri Escherichia coli 
ATCC 25922, amoksisilin, kloramfenikol, dankertas 
saring.

Isolasi Fungi Endofi t. Daun bakau hitam dicuci 
bersih dengan air mengalir. Daun bakau hitam yang 
sudah dicuci kemudian dipotong kecil dengan ukuran 
0,5 cm x 0,5 cm. Bagian permukaan daun disterilisasi 
dengan melakukan pembilasan secara bertahap yaitu 
menggunakan etanol 95% selama 30 detik, natrium 
hipoklorit 5,3% selama 5 menit, etanol 95% selama 
30 detik, dan terakhir menggunakan akuades steril. 
Potongan daun ditempatkan dalam cawan petri steril 
yang berisi media PDA (Potato Dextrose Agar) yang 
sudah ditambahkan antibiotik kloramfenikol sebanyak 
1 mg/mL.Sampel kemudian diinkubasi pada suhu 27 
oC selama 1 minggu dan dilakukan pengamatan setiap 
harinya. Selanjutnya, dilakukan pemurnian fungi 
hingga diperoleh isolat tunggal atau murni dengan cara 
diinokulasikan ke media PDA secara berulangkali(15)

Identifi kasi Fungi Endofi t. Isolat fungi yang telah 
murni diidentifi kasi secara makroskopik, mikroskopik 
dan molekuler.Identifikasi isolat fungi dilakukan 
secara molekuler berdasarkan analisis genetika secara 
parsial pada lokus Internal Transcribed Spacer (ITS) 
ribosomal DNA fungi. Isolasi DNA diawali dengan 
menumbuhkan isolat fungi dalam media cair Potato 
Dextrose Broth (PDB) dan diinkubasi selama 72 jam. 
Biomassa berupa miselia fungi selanjutnya dipanen 
untuk proses ekstraksi DNA. Ekstrak DNA yang 
diperoleh kemudian dilakukan amplifi kasi Polymerase 
Chain Reaction (PCR) pada ITS menggunakan suatu 
primer. Purifi kasi produk PCR dilakukan dengan 
metode pengendapan PEG precipitation method dan 
dilanjutkan dengan siklus sekuensing(16,17,18). Analisis 
pembacaan urutan basa nitrogen menggunakan 
automated DNA sequencer (ABI PRISM 3130 
Genetic Analyzer) (Applied Biosystems). Data hasil 
analisissekuen DNA dari fungi endofi t yang telah 
diisolasi dibandingkan dengan data yang terdapat 
pada DNA data bank DDBJ (DNA Data Bank of 
Japan) dan NCBI (National Center for Biotechnology 
Information).

Fermentasi dan Ekstraksi Fungi Endofi t. Fungi 
endofit dipindahkan dalam media PDB sebanyak 
10 L dan diinkubasi selama 3 minggu pada suhu 
ruang. Selanjutnya, disaring menggunakan corong 
Buchner lalu ditampung fi ltratnya. Seluruh fi ltrat 
yang diperoleh kemudian diekstraksi cair-cair dengan 
EtOAc dengan perbandingan 1:5. Ekstrak EtOAc 
yang diperoleh kemudian dipekatkan dengan rotary 
evaporator sehingga diperoleh ekstrak kentalsebanyak 

PENDAHULUAN

RHIZOPHORA mucronata merupakan salah satu 
spesies tumbuhan bakau yang dapat ditemukan disekitar 
pesisir pantai Indonesia dan lebih sering dikenal 
dengan sebutan bakau hitam. Secara etnofarmakologi, 
tumbuhan ini telah digunakan oleh masyarakat untuk 
mengobati berbagai penyakit diantaranya diare dan 
disentri. Selain itu, kajian secara in vitro terhadap 
ekstrak dari daun tumbuhan R. mucronata telah terbukti 
memiliki aktivitas sebagai antibakteri (1,2). Selain 
bersifat sebagai antibakteri,ekstrak tumbuhan ini 
telah dilaporkan memiliki bioaktivitas lainnya seperti 
antinosiseptif dan sifat sitotoksik(3,4,5). Pemanfaatan 
bagian tumbuhan secara langsung untuk pengobatan 
biasanya membutuhkan banyak biomassa. Hal ini 
bila dilakukan secara terus menerus tentunya dapat 
mengganggu kelestarian alam, termasuk terhadap 
tumbuhan R. mucronata yang memang merupakan 
salah satu jenis tumbuhan konservasi(6,7). Selain dari 
tumbuhannya secara langsung, saat ini berkembang 
pemanfaatan ekstrak fungi endofi t sebagai alternatif 
sumber bahan alam yang memiliki efek farmakologis 
tertentu termasuk sebagai antibakteri(8). 

Fungi endofi t merupakan organisme yang hidup 
secara simbiosis mutualisme dengan tumbuhan 
inangnya(9). Hubungan antara fungi endofi t dengan 
tumbuhan inangnya diantaranya membantu dalam 
proses penyerapan unsur hara dan melindungi 
tumbuhan inang dari serangan penyakit yang 
disebabkan mikroorganisme tertentu(10,11). Beberapa 
penelitian melaporkan bahwa ekstrak fungi endofi t 
memiliki aktivitas kuat sebagai antibakteri sama 
seperti ekstrak tumbuhan inangnya (12). Hal ini 
dikarenakan fungi endofit dapat memproduksi 
metabolit sekunder yang serupa dengan tumbuhan 
inangnya(13). Selain dari fungi endofi t, ekstrak media 
kultur fungi endofi t juga telah dilaporkan memiliki 
sifat antibakteri yang lebih kuat dibandingkan dengan 
ekstrak miselium fungi endofi tnya(14). Pada penelitian 
ini dilakukan isolasi fungi endofi t dari daun bakau 
hitam (R. mucronata) asal desa Tritih (Cilacap). 
Esktrak EtOAc dari media kultur fungi endofi t yang 
diperolehdiuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri 
S. aureus dan E. coli sehingga didapatkan nilai 
konsentrasi hambat minimumnya (KHM).

BAHAN DAN METODE

BAHAN.  Sampel daun bakau hitam (R. 
mucronata), etil asetat(EtOAc) teknis, etanol 95%, 
natrium hipoklorit 5,3%, akuades, dimetil sulfoksida 
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0,214 g.
Uji Antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dilakukan 

dengan metode mikrodilusi seperti yang terdapat pada 
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
(19). Koloni bakteri segar hasil subkultur dipindahkan 
secukupnya menggunakan ose steril atau cotton bud 
ke dalam tabung reaksi steril dengan tutup berisikan 
larutan fisiologis NaCl 0,9%. Campuran tersebut 
kemudian diaduk hingga homogen yang kemudian 
diukur absorbansinya.Sampel uji dilarutkan dalam 
DMSO hingga memperoleh konsentrasi 1000 μg/
mL. Media Mueller Hinton Broth (MHB) steril 
sebanyak 200 μL dimasukkan kedalam 96 sumur pada 
mikroplat. Sampel uji setelah itu dimasukkan kedalam 
sumur pertama pada mikroplat sebanyak 200 μL yang 
kemudian dihomogenkan. Dilakukan pengenceran 
dua kali dengan cara mentransfer 200 μg/mL larutan 
disumur pertama ke sumur kedua dan seterusnya 
hingga memperoleh rentang konsentrasi sampel 500-
3,91 μg/mL sebanyak  200 μL tiap sumur. Setelah itu 
ditambahkan 10 μL suspensi bakteri kedalam tiap 
sumur. Mikroplat kemudian diinkubasi selama 24 jam 
pada suhu 37 oC di dalam inkubator yang kemudian 
diukur absorbansinya dengan Microplate reader. Nilai 
KHM ditentukan dengan pengamatan absorbansi 
pada konsentrasi yang tidak ada pertumbuhan bakteri 
dengan menggunakan alat spektrofotometer Mikroplat 
Bio-Rad xMark pada λ 600 nm. Pengujian dilakukan 
secara triplo dengan menggunakan antibiotik 
amoksisilin sebagai kontrol positif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat fungi endofi t dari daun bakau hitam (R. 
mucronata) diisolasi dilakukan secara aseptis di 
bawah laminar air fl ow untuk mencegah terjadinya 
kontaminasi  dari  mikroorganisme lainnya. 
Sterilisasi bertahap dilakukan pada permukaan daun 
menggunakan etanol 96% dan natrium hipoklorit 
2,25%. Larutan etanol akan mendenaturasi protein pada 
mikroorganisme sedangkan larutan natrium hipoklorit 
akan melepaskan radikal klor (Cl-) yang mampu 
merusak membran dan protein mikroorganisme(20). 
Langkah sterilisasi ini dilakukan untuk menjamin 
fungi yang akan diisolasi adalah fungi endofi t yang 
berasal dari sampel. Proses kultivasi dilakukan pada 
suhu ruang karena umumnyafungi akan tumbuh 
optimum pada suhu ruang yaitu berkisar antara 
25-30 oC(21).Pemisahan fungi endofit didasarkan 
pada karakter morfologi koloni yang diamati secara 
makroskopis meliputi warna, tepi, dan bentuk koloni 
dari fungi endofi t dengan melakukan subkultur fungi 
endofi t ke media PDA. Pemurnian dilakukan sebanyak 

3 kali untuk menjamin bahwa isolat yang dihasilkan 
sudah murni. Selanjutnya, fungi endofi t yang sudah 
murni difermentasikan ke dalam 10 L media PDB 
selama 3 minggu untuk dilakukan perbanyakan fungi. 

Pada penelitian ini diperoleh fungi endofit 
berwarna putih dan pada hari ke-5 menjadi hitam 
(Gambar 1). 

Gambar 1. Fungi Endofit dari Daun Bakau Hitam yang 
Tumbuh (kiri) dan Isolat Nigrospora oryzae (kanan).

Secara mikroskopik fungi ini merupakan konidia 
berbentuk halus dan memiliki hifa bersepta (Gambar 
2). 

Gambar 2. Hasil Identifi kasi Mikroskopik (40x).

Hasil identifikasi secara makroskopik dan 
mikroskopik fungi tersebut memperlihatkan kesesuaian 
sebagai fungi Nigrospora oryzae(22).Identifi kasi secara 
molekuler mempertegas bahwa fungi endofi t yang 
diperoleh memang memiliki angka kemiripaan 
(homology) sebesar 99% dengan Nigrospora oryzae 
(Tabel 1). Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan 
beberapa fungi endofi t telah diisolasi dari daun  R. 
mucronata asal Indonesia diantaranya Aspergillus 
sp., Acremonium sp., Fusarium sp.dan Pestalitiopsis 
sp.(14,23,24). Berdasarkan hasil penelitian tersebut, 
spesies ini baru pertama kali ditemukan pada R. 
mucronata asal Indonesia.

Berdasarkan uji aktivitas antibakteri, ekstrak 
EtOAc filtrat fungi endofit Nigrospora oryzae 
memperlihatkan nilai KHM sebesar 250 µg/mL 
terhadap bakteri E. coli dan 500 µg/mL terhadap 
bakteri S. aureus yang diujikan (Tabel 2). Hasil 
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Tabel 3. Nilai Serapan Amoksisilin terhadap S. aureus dan 
E. coli (λ = 600 nm).

ini memperlihatkan bahwa ekstrak media kultur 
fungi Nigrospora oryzae memiliki sifat antibakteri 
yang baik(25). Bila dibandingkan dengan penelitian 
sebelumnya, ektrak fungi Nigrospora oryzae 
yang berasal dari R. mucronata memiliki aktivitas 
antibakteri yang lebih baik(26). Standar amoksisilin 
menunjukkan nilai KHM 3,9 bpj terhadap S. aureus 
dan 7,8 bpj terhadap E. coli. (Tabel 3).

Tabel 1. Hasil Uji Molekuler Fungi M3 (Nigrospora oryzae).

Tabel 2. Nilai Serapan Filtrat Etil Asetat Fungi Endofi t 
Nigrospora oryzae pada S. aureus dan E. coli (λ = 600 nm).

SIMPULAN 

Pada penelitian ini telah berhasil diisolasi fungi 
endofi t Nigrospora oryzae dari tumbuhan inangnya 
yaitu R. mucronata. Ekstrak etil asetat media kultur 
fungi endofi t Nigrospora oryzae tersebut memiliki 
sifat antibakteridengan nilai KHM 250 µg/mL 
terhadap bakteri E. coli dan 500 µg/mL terhadap S. 
aureus.
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