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RINGKASAN
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Indonesia adalah salah satu negara berkembang dengan angka kematian
mencapai 2 juta jiwa pada tahun 2018. Salah satu penyebab kematian peringkat sepuluh
tertinggi di Indonesia bahkan di dunia adalah infeksi. Staphylococcus aureus adalah
salah satu bakteri gram positif yang paling banyak menyebabkan infeksi (PDPI, 2005).
Pada saat ini bakteri Staphylococcus aureus telah mengalami resistensi terhadap
antibiotik golongan penisilin, karbapenem, dan sefalosporin. Untuk mengatasi hal
tersebut banyak dilakukan pengembangan terhadap agen-agen antibakteri. Banyak
penelitian  menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri dapat ditemukan di
mikroorganisme dalam tanah. Pengembangan antibakteri dari fungi tanah masih minim
dilakukan pada tanah muara. Hal ini menunjukkan penelitian antibakteri dari fungi
tanah muara masih sangat diperlukan untuk mengetahui potensi keanekaragaman

hayati di Indonesia sehingga dapat dimanfaatkan sebagai agen antibakteri.

Berdasarkan latar belakang tersebut, pada penelitian ini dilakukan penelusuran
dan isolasi fungi tanah muara sungai Kampung Kerapu Desa Gundit, Kecamatan
Kendit, Kabupaten Situbondo serta skrining aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus. Hasil yang diperoleh dari tahap isolasi yaitu 6 isolat fungi
tanah yang diberi kode nama IS-KK-A1, IS-KK-A2, IS-KK-T1, IS-KK-T2, I1S-KK-B1
dan 1S-KK-B2. Dari isolat yang didapatkan dilakukan skrining awal uji aktivitas
antibakteri dengan cara mengkontakkan secara langsung isolat dengan bakteri
Staphylococcus aureus. Zona bening yang terbentuk menunjukkan aktivitas antibakteri
dari isolat. Isolat fungi tanah muara kemudian dilakukan proses fermentasi untuk

memproduksi metabolit sekunder. Hasil fermentasi akan di lakukan proses ekstraksi
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menggunakan etil asetat yang nantinya ekstrak akan digunakan dalam uji aktivitas
antibakteri menggunakan metode mikrodilusi. Uji tersebut dilakukan berdasarkan
protokol Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tahun 2015. Hasil uji
aktivitas antibakteri menunjukkan bahwa fungi tanah muara sungai Kampung Kerapu
Kabupaten Situbondo memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Persen penghambatan yang diperoleh dari ekstrak fungi tanah muara dengan
urutan mulai dari yang terbesar yaitu IS-KK-T1 93,5 + 3,8% ; IS-KK-B1 88,7 £ 4,2%
; IS-KK-B2 86,8 £ 5,2; IS-KK-A1 % 71,3 £ 1,6 % ; IS-KK-A2 17,9 + 6,6% ; IS-KK-
T2 8,1+ 0,6%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah salah satu negara berkembang dengan angka kematian
mencapai 2 juta jiwa pada tahun 2018. Salah satu penyebab kematian peringkat sepuluh
tertinggi di Indonesia bahkan di dunia adalah infeksi (Wahjono, 2007). Infeksi adalah
suatu proses invasi dan kolonisasi mikroorganisme di dalam jaringan tubuh inang
sehingga menyebabkan terjadinya cedera lokal serta menimbulkan respon imunologis.
Saat ini infeksi menjadi salah satu fokus World Health Organisation (WHO) dalam
mengurangi tingkat mortalitas dan morbiditas (WHO, 2016). Negara berkembang
dengan tingkat penghasilan penduduk yang rendah hingga menengah menjadi peluang
utama terjadinya penyakit infeksi. Hal ini dipengaruhi oleh kondisi sosial ekonomi dan
faktor biologis lingkungan setempat. Pada tahun 2008 WHO melaporkan bahwa
sebanyak lebih dari 8 juta kematian yang disebabkan oleh penyakit infeksi terjadi di
negara berkembang salah satunya Indonesia. Angka kematian akibat infeksi di
Indonesia mencapai peringkat kelima teratas, sehingga perlu dilakukan pengobatan
yang tepat untuk kasus infeksi (WHO, 2012).

Berdasarkan data World Health Organisation (WHO) pada tahun 2016, bakteri
merupakan salah satu penyebab utama infeksi yang mudah menular. Berdasarkan
klasifikasi pewarnaan dan bentuk dinding sel, bakteri dibagi menjadi bakteri gram
positif dan negatif. Staphylococcus aureus adalah salah satu bakteri gram positif yang
paling banyak menyebabkan infeksi. Staphylococcus aureus merupakan salah satu
bakteri flora normal yang berada pada kulit manusia, namun apabila keberadaannya
melebihi batas dapat menyebabkan infeksi. Spesies ini merupakan penyebab infeksi
nosokomial terbesar di Indonesia (PDPI, 2005). Penyakit yang dapat terjadi akibat
infeksi bakteri Staphylococcus aureus diantaranya infeksi saluran kemih, meningitis,
infeksi pada kulit dan infeksi pada organ tubuh yang lain. (Oliveira, Tomasz and de
Lencastre, 2002).
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Antibiotik merupakan pilihan utama yang digunakan dalam terapi infeksi
bakteri. Terapi antibiotik sering disalahgunakan dalam penggunaannya. Tingkat
kepatuhan pasien yang rendah dalam mengonsumsi antibiotik menjadi salah satu
penyebab terjadinya resistensi. Resistensi adalah kondisi dimana antibiotik tidak lagi
dapat membunuh bakteri dengan dosis seperti terapi sebelumnya. (Bibi et al., 2011).
Pada saat ini bakteri Staphylococcus aureus telah mengalami resistensi terhadap
antibiotik golongan penisilin yang selanjutnya disebut dengan istilah Methicillin
Resistance Staphylococcus aureus (MRSA). Selain itu, Staphylococcus aureus juga
mengalami resistensi terhadap antibiotik lain diantaranya karbapenem dan sefalosporin.
Dengan demikian pengobatan infeksi bakteri Staphylococcus aureus menggunakan
antibiotik golongan tersebut sudah tidak efektif lagi. Resistensi Staphylococcus aureus
merupakan masalah serius, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk menemukan
alternatif antibiotik baru untuk mengatasi masalah resistensi tersebut (Zulkifli, Soelistya
and Jekti, 2016).

Beberapa antibiotik yang sudah ada di pasaran berasal dari fungi seperti
penisilin, griseofulvin, dan sefalosporin. Pada saat ini Staphylococcus aureus telah
mengalami resistensi terhadap antibiotik golongan penisilin dan sefalosporin. Maka dari
itu perlu dilakukan pencarian agen antibiotik baru. Saat ini penelitian agen antibiotik
banyak berfokus pada fungi. Penelitian yang dilakukan oleh Laboratorium Mikrobiologi
di Nigeria pada tahun 2011 telah ditemukan sebanyak lebih dari 100 spesies fungi yang
memiliki aktivitas antibakteri. Jenis fungi yang diperkirakan banyak memiliki potensi
sebagai antibiotik adalah fungi yang berasal dari tanah. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan dalam dua dekade terakhir telah ditemukan isolat fungi tanah yang memiliki
aktivitas antibakteri. Dari penemuan tersebut, dapat dijadikan dasar bahwa fungi tanah
berpotensi sebagai agen antibiotik khususnya sebagai alternatif pengobatan penyakit
infeksi Staphylococcus aureus yang telah banyak mengalami resistensi (Oliveira,

Tomasz and de Lencastre, 2002).

Fungi adalah salah satu mikroorganisme eukariotik yang memerlukan adanya
karbon, nitrogen dan fosfat sebagai asupan utama dalam pertumbuhannya. Ketiga

komponen ini banyak terdapat di tanah muara. Definisi tanah muara yaitu tanah yang
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berada pada pertemuan antara air laut dan air sungai yang tergenang air saat air laut
pasang dan tidak tergenang air saat air laut surut (Perkins dkk., 1983). Pada tanah muara
banyak terdapat akar mangrove dimana akar tersebut mampu melepaskan senyawa
organik sehingga pada rizosfer tersebut banyak ditumbuhi oleh fungi. Jenis fungi yang
tumbuh pada setiap lapisan kedalaman tanah dipengaruhi oleh tingkat ketersediaan
nutrisi, sehingga spesies fungi yang tumbuh bermacam-macam menyesuaikan dengan
kebutuhan nutrisi yang tersedia (Perkins dkk., 1983). Diperlukan teknik tertentu untuk
mengambil sampel tanah agar didapatkan fungi potensial yang memiliki aktivitas
antibakteri (Perkins, Neilson and Cronin, 1983). Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Abneuf pada tahun 2016 menyatakan bahwa terdapat beberapa isolat fungi yang
didapatkan dari teluk Yankee Antartika memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Staphylococcus aureus, Escheria coli, Pseudomonas aeruginosa, dan Bacillus subtilis.
Hal ini membuktikan bahwa fungi tanah muara memiliki potensi besar untuk

dikembangkan sebagai agen antibiotik (Zulkifli, Soelistya and Jekti, 2016).

Berdasarkan latar belakang di atas maka perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai penemuan agen antibiotik baru yang berasal dari fungi tanah khususnya fungi
tanah muara. Fungi tanah muara dianggap berpotensi sebagai agen antibiotik karena
terdapat rizosfer yang banyak ditumbuhi oleh fungi. Dengan demikian, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui potensi fungi tanah muara sebagai agen antibiotik terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dengan metode mikrodilusi single concentration. Bakteri
Staphylococcus aureus dipilih sebagai obyek uji dalam penelitian ini karena bakteri ini
merupakan salah satu bakteri yang menyebabkan infeksi nosokomial tertinggi di

Indonesia dan telah mengalami resistensi terhadap beberapa antibiotik.

Lokasi pengambilan sampel yaitu berada di muara Sungai Kampung Kerapu
Desa Gundit, Kecamatan Kendit, Kabupaten Situbondo. Alasan pemilihan lokasi
sampel tersebut didasarkan pada penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh
Yunita pada tahun 2019 yang telah melakukan skrining aktivitas antibakteri isolat fungi
tanah muara dari daerah Sampang, Sumenep, Rembang, Banyuwangi, Situbondo,
Probolinggo, dan Jember menyatakan bahwa hanya isolat fungi yang berasal dari

Situbondo yang memiliki potensi aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
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Selain itu karena tanah muara di daerah tersebut masih belum pernah dilakukan
penelitian mengenai aktivitas antibakteri khususnya terhadap bakteri Staphylococcus

aureus.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Ramirez dkk mengatakan bahwa
suatu jenis fungi mampu memberikan aktivitas antibakteri yang lebih kuat apabila dalam
bentuk ekstrak, sehingga pada penelitian kali ini dilakukan proses fermentasi dan
ekstraksi terhadap isolat fungi tanah yang didapatkan. Pada penelitian kali ini ekstraksi
dilakukan dengan metode partisi cair-cair menggunakan corong pisah dengan etil asetat
sebagai pelarutnya. Pemilihan etil asetat sebagai pelarut didasarkan pada metode partisi
cair-cair yang akan terbentuk dua fase saling terpisah yaitu fase air dan fase etil asetat.
Etil asetat dipilih karena bersifat semi polar sehingga diharapkan mampu menarik
senyawa Yyang bersifat sedikit non polar dan sedikit polar serta mudah dipisahkan
dengan pelarut media PDB yang bersifat polar (Berk, 2018). Hasil ekstrak isolat fungi
selanjutnya diuji aktivitas antibakteri dengan metode mikrodilusi untuk mengetahui
adanya potensi penghambatan terhadap bakteri Staphylococcus aureus yang

ditunjukkan dengan nilai persen penghambatan.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian di atas, masalah yang dapat dirumuskan dalam penelitian ini

antara lain :

1. Apakah ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi tanah muara memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus?
2. Berapakah nilai persen penghambatan dari ekstrak etil asetat hasil fermentasi

fungi tanah muara terhadap bakteri Staphylococcus aureus?
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1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Untuk mengetahui adanya aktivitas ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi
tanah muara dalam menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus.
Untuk mengetahui nilai persen penghambatan ekstrak etil asetat isolat fungi

tanah muara terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang ingin didapatkan dari penelitian ini antara lain :

1. Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi mengenai aktivitas

antibakteri ekstrak etil asetat fungi tanah muara terhadap bakteri
Staphylococcus aureus serta dapat memberikan pengetahuan yang
berkontribusi dalam kemajuan di bidang kesehatan.

Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan dasar bagi penelitian selanjutnya
untuk menemukan agen antibiotik yang dapat mengatasi masalah resistensi

antibiotik terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Penyakit Infeksi

Infeksi merupakan kondisi dimana suatu host (inang) mengalami invasi oleh
mikroorganisme patogen. Bakteri, jamur, dan virus merupakan contoh mikroorganisme
patogen yang dapat menular baik secara langsung maupun tidak langsung. Habitat hidup
mikroorganisme patogen dipengaruhi oleh tingkat kebersihan dan kelembaban (WHO,
2016). Kondisi yang cenderung lembab, mampu meningkatkan resiko terjadinya infeksi

mikroorganisme.

Proses terjadinya infeksi bakteri pada host (inang) terjadi melalui beberapa
tahap. Tahap patogenesis infeksi antara lain: (1) transmisi yaitu proses masuknya
bakteri ke dalam sel inang melalui mekanisme tertentu; (3) adesi adalah tahap awal
bakteri untuk menempel pada sel inang dan menyebabkan infeksi; (3) kolonisasi
merupakan tahap saat bakteri telah berada di dalam tubuh inang dan memperbanyak diri.
Apabila bakteri telah menyebar ke seluruh tubuh melalui peredaran darah, maka kondisi
tersebut disebut sepsis. (Jawetz dkk., 2005). Infeksi dapat terjadi apabila invasi oleh
bakteri patogen dalam jumlah yang tidak terkontrol dalam tubuh dan sistem kekebalan

tubuh tidak dapat membentuk pertahanan diri yang cukup kuat (Jawetz dkk., 2005).

Berdasarkan metode pewarnaan, bakteri dibagi menjadi dua yaitu bakteri gram
positif dan gram negatif Menichetti, 2005). Staphylococcus aureus dan Staphylococcus
epidermidis merupakan contoh bakteri gram positif yang mampu menyebabkan infeksi
nosokomial dengan prevalensi yang cukup tinggi di Indonesia (Silver, 2011). Beberapa
spesies bakteri ditemukan sebagai flora norm’al diantaranya yang berperan dalam
proses metabolisme tertentu di dalam tubuh, namun apabila jumlah dari bakteri tersebut

melebihi normal dapat menyebabkan terjadinya infeksi.
2.2 Bakteri Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus merupakan salah satu bakteri gram positif dari genus
Staphylococcus. Morfologi S.aureus berbentuk kokus menyerupai anggur, bersifat

fakultatif anaerob yang dapat tumbuh dengan maupun tanpa oksigen, dan berukuran
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sekitar 1 um. Koloni bakteri S.aureus ada yang tersusun tidak berpasangan dan
berpasangan membentuk rantai 3 hingga 4 sel, tidak beraturan, tidak bergerak, dan tidak
memiliki spora. Kondisi optimal bakteri S.aureus untuk tumbuh yaitu pada suhu 6,5 —
46°C dan pada rentang pH 4,2 — 9,3. Bakteri S.aureus akan menghasilkan pigmen saat
berada pada suhu 20-25° C yang menyebabkan koloni bakteri ini berwarna putih
kekuningan (Jawetz dkk, 2004). Morfologi S.aureus dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Gambar 2.1 Morfologi bakteri Staphylococcus aureus (Oktaviantris, 2007)

Pada kondisi normal S.aureus merupakan flora normal pada kulit manusia,
namun apabila jumlahnya melebihi ambang batas maka dapat menyebabkan infeksi
pada tubuh inangnya. Bakteri S.aureus merupakan patogen opportunistik yang banyak
menyebabkan infeksi nosokomial. Infeksi yang disebabkan oleh bakteri S.aureus dapat
bersifat kronis maupun akut, dan dapat menyebar ke peredaran darah secara sistemik
sehingga menyebabkan sepsis (Taylor and Unakal, 2018). Faktor virulensi yang
berperan dalam patogenisitas bakteri ini berupa toksin, protein, edesin, dan enzim yang
dapat merusak jaringan pada tubuh inangnya. Kemampuan bakteri ini dalam
menginfeksi tubuh inangnya dipengaruhi oleh adanya enzim hyaluronidase, koagulase,
hemolisin, dan leukosidin (Oktaviantris, 2007).

Struktur dinding S.aureus terdiri dari polisakarida yang berperan dalam
patogenisitas bakteri ini. Peptidoglikan pada dinding sel bakteri S.aureus terdiri dari
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gabungan subunit polisakarida yang mampu mengaktifasi komplemen, serta
merangsang pembentukan sitokin dan agregat platelet. Selain itu, bakteri S.aureus
mampu membentuk biofilm yang dapat berdampak meningkatkan kecepatan
penyebarannya dengan mekanisme meningkatkan persisten dan profilerasi bakteri.
Kemampuan S.aureus dalam menghasilkan biofilm mampu meningkatkan
kemungkinan bakteri untuk berkoloni dan membangun sistem pertahanan diri dari terapi
antibakteri sehingga mampu meningkatkan resiko terjadinya resistensi (Anwar et al.,
2009).

2.3 Antibiotik

Antibiotik adalah senyawa yang mampu membunuh atau mengontrol
pertumbuhan mikroorganisme dalam sel inang pada kasus infeksi. Tujuan dari terapi
menggunakan agen antibiotik adalah membunuh dan mengontrol pertumbuhan bakteri
tanpa merusak sel inang (Irving dkk., 2005). Berdasarkan kemampuan aktivitas
antibakteri dibagi menjadi dua yaitu bakterisidal yang dapat membunuh bakteri dan
bakteriostatik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri. Kedua aktivitas tersebut
dijadikan sebagai dasar untuk penggolongan antibiotik dalam pengobatan infeksi
bakteri. Berdasarkan hasil survei yang dilakukan WHO pada tahun 2017 menyatakan
bahwa sebanyak 42 agen antibakteri baru yang telah diteliti mencapai tahap pengujian
klinis pada manusia (WHO, 2017).

Berdasarkan mekanisme antibiotik dalam menghambat dan membunuh bakteri
serta tempat aksinya, dibagi menjadi empat macam mekanisme. Tabel 2.1 menjelaskan

mengenai jenis antibiotik, target, dan mekanisme kerja.
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Tabel 2.1 Mekanisme kerja antibiotik dan mekanisme resistensi (Nwousu, 2001)

Mekanisme Antibiotik Target Mekanisme
Kerja Resistensi
Menghambat B-laktam Transpeptidase Modifikasi
sintesis dinding  (Penisilin, amoksisilin, enzim

sel sefalosporin, B-laktamase oleh
karbapenem, bakteri
monobaktam)

Menghambat Eritromisin Peptitiltransferase ~ Modifikasi

sintesis protein  Tetrasiklin struktur rRNA
Aminoglikosida pada bakteri
Oksazolidon

Menghambat Florokuinolon DNA girase Mutasi pada

sintesis DNA (cifrofoxacin, topoisomerase

atau RNA levofloxacin, IV dan DNA
gemifloxacin, ofloxacin) girase

Menghambat Trimetropim Enzim bakteri Mutasi pada

sintesis asam

folat dan

dihidroprotease

Sulfametoxazol

Sulfonamid

enzim target

Berdasarkan sejarah perkembangan antibiotik, beberapa jenis antibiotik

didapatkan dari mikroorganisme fungi. Tabel 2.2 menunjukkan beberapa contoh

antibiotik yang berasal dari fungi.

Tabel 2.2 Antibiotik yang berasal dari fungi (Nwousu, 2001)

Antibiotika Jenis Fungi yang memproduksi
Penisillin Penicillium chrysogenum
Aspergillus nidulans
Griseofulvin Penicilliun griseofulvin

Sefalosporin Cephalosporium acremonium



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

10

2.4 Fungi Tanah

Tanah merupakan elemen yang berperan besar dalam ekosistem. Terdapat
berbagai macam unsur biotik maupun abiotik di dalam tanah. Sebagian besar organisme
yang tumbuh di dalam tanah adalah fungi, bakteri, aktinomisetes, dan alga dengan
prosentase lebih dari 50%. Tanah mengandung bahan organik seperti Oz, CO,, karbon,
dan nitrogen yang mampu menunjang kehidupan bagi organisme yang hidup di

dalamnya (Lee Taylor and Sinsabaugh, 2014).

Fungi tanah merupakan organisme eukariotik yang bersifat kemoheterotrof yaitu
membutuhkan adanya senyawa organik untuk tumbuh. Beberapa jenis senyawa organik
yang berperan dalam pertumbuhan fungi tanah di antaranya karbon, fosfat, dan nitrogen.
Struktur dinding sel fungi terdiri dari 80-90% polisakarida berupa kitin, glukan, dan
mannan. Komponen penyusun dinding fungi lainnya yaitu protein, polifosfat, lipid, dan

ion anorganik.

Berdasarkan morfologi fungi secara garis besar dibagi menjadi 2 kelompok,
yaitu kapang (mold) dan khamir (yeast). Ciri-ciri koloni kapang secara makroskopis
permukaannya cenderung tebal dan teksturnya lebih kasar, beberapa di antaranya
berambut, koloni memiliki warna cenderung beragam. Sedangkan khamir memiliki
bentuk koloni berwarna putih kekuningan, permukaannya halus dan teksturnya seperti
lendir. Gambar 2.2 merupakan penampang makroskopis koloni kapang dan khamir pada

media agar.

A B

Gambar 2.2 Morfologi makroskopis fungi (A) kapang (Hafsari., 2013) dan (B) khamir
(Anggraini dkk., 2019)
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Secara mikroskopis kapang merupakan fungi multiseluler yang memiliki hifa,
miselium, dan spora. Sedangkan khamir merupakan fungi yang sebagian besar
merupakan sel tunggal berbentuk oval dan bulat, tidak berfilamen, dan tidak berflagela.
Beberapa spesies khamir ada yang memiliki hifa dan ada pula yang memiliki rantai sel
panjang yang berbentuk menyerupai hifa (pseudohifa). Pada kondisi tertentu fungi
mampu berubah menjadi kapang maupun khamir yang biasa disebut dengan fungi
dimorfisme (Fierer et al., 2009). Gambar 2.3 menunjukkan morfologi sel fungi yang

diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 400x.

Gambar 2.3 Morfologi sel fungi (A) Khamir (Lasmini, 2016), (B) Kapang (Rahmi
dan Asterina, 2013) pada mikroskop dengan perbesaran 400x

Bagian penyusun tubuh fungi yang berfilamen panjang disebut hifa. Diameter
hifa pada setiap spesies fungi berbeda, tergantung pada jenis spesies, umur, dan kondisi
tempat tinggal fungi. Pada umumnya hifa berukuran antara 3-10 um. Hifa mampu
bergabung dan membentuk bagian kompak dan panjang yang disebut miselium (Fierer
etal., 2009). Gambar 2.4 menunjukkan morfologi hifa yang diamati secara mikroskopis

dengan perbesaran 400x.

A B

Gambar 2.4 Morfologi (A) hifa dan (B) Pseudohifa dengan perbesaran 400x (Nichollas dkk.,
2016)
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Fungi tanah memiliki peran penting dalam proses degradasi dan ketersediaan
unsur hara di dalam tanah. Fungi tanah mampu mengubah bahan organik yang ada di
dalam tanah menjadi CO., dan asam organik yang berperan dalam keseimbangan nutrisi
di dalam tanah. Fungi dapat menghasilkan berbagai produk alami, di antaranya
metabolit sekunder yang berperan dalam sistem pertahanan diri fungi terhadap
lingkungan. Jenis metabolit sekunder fungi diklasifikasikan menjadi beberapa
kelompok diantaranya alkaloid, lemak, dan terpen (Lee Taylor and Sinsabaugh, 2014).
Gambar 2.5 merupakan beberapa faktor yang berperan dalam proses pembentukan

metabolit sekunder.

Interspecies
communication

Nitrogen source Ambient pH  Redox status

Carbon source Iron starvation

SAGA-ADA
complex

Velvet (ompleﬂ

ﬂm«tﬁﬁx@:}

Secondary metabolism cluster

Gambar 2.5 Faktor Lingkungan yang mempengaruhi pembentukan metabolit sekunder
(Perkins dkk., 1983)

Pada habitat aslinya, sebagian besar fungi tanah ditemukan pada kedalaman
tanah 10 cm dari permukaan. Fungi dapat tumbuh secara optimal pada rentang suhu 25-
30 ° C dengan pH 5-6. Kondisi pertumbuhan yang sesuai bagi kebutuhan fungi salah
satunya adalah tanah muara. Tanah muara merupakan tanah yang berada pada
pertemuan antara sungai dengan pantai, dimana pada kondisi pasang tanah ini akan
terendam oleh air laut dan saat kondisi surut maka tanah ini tidak akan terendam oleh

air laut (Perkins dkk., 1983). Di dalam tanah muara terdapat akar-akar tanaman bakau
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baik yang masih hidup maupun sudah lapuk yang mampu menyediakan zat-zat organik
sehingga dapat menjadi tempat optimum bagi pertumbuhan fungi. Terdapat lebih dari
100 spesies fungi yang telah diisolasi dari tanah muara oleh Takasashi dkk di Brazil.
Berdasarkan skrining aktivitas yang dilakukan dengan cara uji kontak langsung antara
bakteri dengan isolat fungi, terdapat lebih dari 10 isolat yang memiliki aktivitas sebagai
antibakteri (Heyd et al., 2007). Uji kontak langsung bertujuan untuk seleksi awal dalam
melihat adanya potensi aktivitas antibakteri dari isolat fungi sebelum dilakukan uji
aktivitas menggunakan metode yang lebih valid. Dengan demikian fungi tanah muara
dapat dijadikan sebagai target penelitian yang potensial untuk menemukan agen

antibiotik yang baru.

2.5 Isolasi dan Fermentasi Fungi Tanah

2.5.1 Isolasi Fungi

Isolasi fungi merupakan pengambilan fungi tertentu dari biakan fungi untuk
dipindahkan ke dalam media baru sehingga didapatkan kultur fungi spesifik. Pemilihan
fungi spesifik didasarkan pada perbedaan morfologi meliputi warna, bentuk, dan tekstur
permukaan fungi yang diamati secara makroskopis. Isolasi fungi dapat dilakukan
dengan memindahkan fungi ke dalam media kultur baru yang sesuai. Media isolasi fungi
dirancang menyerupai media tumbuh asli fungi yang mengandung senyawa organik
tertentu untuk menunjang pertumbuhan fungi. Salah satu jenis media yang banyak
digunakan untuk isolasi fungi adalah media Potato Dextrose Agar (PDA). Pembuatan
media PDA pada penelitian kali ini merujuk pada penelitian yang telah dilakukan oleh
Pamungkas pada tahun 2019. Hasil optimasi pada penelitian tersebut, media yang paling
optimum terhadap pertumbuhan fungi adalah media PDA dengan air laut (Pamungkas,
2019).

Media PDA mengandung ekstrak kentang 20% dan dekstrosa 2%. Kandungan
ekstrak kentang berfungsi untuk menyediakan unsur nitrogen dan karbon yang berperan
dalam proses pertumbuhan fungi. Sedangkan kandungan dekstrosa akan dipecah
menjadi glukosa dan digunakan sebagai sumber energi bagi fungi. Pada komposisi
media PDA terdapat asam tartarat steril berperan sebagai buffer, sehingga menjaga agar
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pH PDA cenderung asam yaitu 3,5. Kondisi pH yang cenderung asam mampu mencegah
bakteri untuk tumbuh pada media ini, sehingga meminimalisir adanya kontaminasi

bakteri pada saat proses isolasi fungi (Davis dkk, 1971).

2.5.2 Fermentasi

Fermentasi fungi merupakan proses memperbanyak massa fungi dan
menghasilkan produk biologis fungi berupa metabolit primer dan metabolit sekunder.
Metabolit primer merupakan hasil metabolisme fungi yang berperan dalam proses
pertumbuhan fungi berupa polisakarida, asam amino, dan asam asetat. Sedangkan
metabolit sekunder adalah hasil metabolisme fungi yang digunakan dalam
mempertahankan kelangsungan hidup fungi diantaranya alkaloid, terpenoid, dan
flavonoid (Harborne, 2006).

Proses fermentasi dapat dilakukan dengan beberapa metode antara lain batch
process, continuous batch process, dan fed-batch process. Batch process merupakan
sistem fermentasi tertutup. Pada metode ini, fungi diinokulasi dalam media selama
kurun waktu tertentu tanpa menambahkan media baru. Oksigen, antifoam, asam dan
basa ditambahkan pada saat awal proses fermentasi untuk memberikan kondisi optimum
pada proses fermentasi (Pumphrey and Julien, 1996). Sedangkan fed-batch process
merupakan hasil modifikasi dari metode batch process. Pada metode ini dilakukan
penambahan substrat tertentu ke dalam media secara bertahap. Metode fed batch
process memiliki laju produksi biomassa dan metabolit yang lebih cepat dibanding
metode batch process karena adanya substrat mampu mempertahankan fase
pertumbuhan fungi berada pada fase log dan stasioner. Continuous batch process adalah
metode fermentasi dengan sistem terbuka. Pada metode ini dilakukan penambahan
nutrien baru secara berkala sesuai dengan jumlah nutrien yang dikeluarkan pada waktu
tertentu. Tujuan penambahan nutrien baru dan pengeluaran nutrien lama untuk
mempertahankan pertumbuhan fungi berada pada fase steady state dimana volume,
konsentrasi sel, konsentrasi produk, konsentrasi nutrien, dan laju pertumbuhan fungi

tidak mengalami perubahan (Pumphrey and Julien, 1996)..
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Pada penelitian kali ini menggunakan metode batch process dengan
pertimbangan metode ini lebih meminimalisir kontaminasi dan lebih sederhana.
Sedangkan metode fed batch process dan continuous process memiliki kekurangan
diantaranya waktu inkubasi lebih lama, biaya proses lebih besar, serta tinggi
kemungkinan untuk terjadi kontaminasi selama adanya penambahan media maupun
nutrien. Media fermentasi yang digunakan pada penelitian ini adalah media Potatto
Dextrose Broth (PDB), dengan pertimbangan kandungan senyawa organik yang mampu
memfasilitasi untuk pertumbungan kapang dan khamir (Himedia, 2015).

Proses fermentasi dapat dilakukan selama 10 — 14 hari. Media hasil fermentasi
akan cenderung mengalami perubahan warna dan bau dari media awal sebelum
dilakukan fermentasi. Perubahan warna dan bau pada media diakibatkan karena
pembentukan biomassa dan metabolit sekunder fungi selama proses fermentasi
berlangsung (Rollando, 2013). Gambar 2.6 menunjukkan media PDB sebelum dan
setelah dilakukan proses fermentasi isolat fungi.

A B

Gambar 2.6 Media PDB (A) sebelum proses fermentasi (B) sesudah proses fermentasi
(Rollando, 2013)
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2.6 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan proses pemisahan senyawa dari suatu campuran
menggunakan pelarut tertentu. Tujuan ekstraksi pada penelitian kali ini untuk
mendapatkan metabolit sekunder yang terkandung dalam hasil fermentasi fungi dengan
menggunakan pelarut yang sesuai. Pemilihan pelarut yang digunakan dalam proses
ekstraksi dengan mempertimbangkan kelarutan senyawa target berdasarkan prinsip

“like disolve like”, keamanan, dan biaya (Harborne, 2006).

Berdasarkan campuran media yang digunakan, ekstraksi dibagi menjadi 2 yaitu
ekstraksi cair-cair dan ekstraksi padat-cair. Ekstraksi padat-cair adalah ekstraksi yang
menggunakan sampel dalam bentuk sediaan padat dan diekstraksi menggunakan pelarut
tertentu. Sedangkan ekstraksi cair-cair, sampel yang digunakan dalam bentuk sediaan
cair dan diekstraksi dengan pelarut tertentu. Metode ekstraksi cair-cair dikenal dengan
istilah partisi cair-cair yaitu metode ekstraksi yang digunakan untuk menarik senyawa
tertentu berdasarkan kelarutan senyawa terhadap pelarut yang digunakan. Prinsip
ekstraksi cair-cair didasarkan pada kelarutan senyawa terhadap dua pelarut yang tidak
saling campur yaitu fase air dan fase organik, yang dapat dipisahkan menggunakan

corong pisah (Harborne, 2006).

Secara umum metode ekstraksi dibagi menjadi dua yaitu dengan cara dingin
seperti maserasi dan perkolasi serta dan cara panas seperti soxhletasi dan reflux.
Petimbangan dalam pemilihan metode ekstraksi didasarkan pada ketahanan sampel
terhadap panas. Untuk senyawa yang tidak tahan terhadap panas, maka
direkomendasikan untuk menggunakan metode ekstraksi dengan cara dingin. Pada
penelitian kali ini menggunakan metode ekstraksi dengan cara dingin menggunakan
stirer (Balouiri dkk., 2016).

Ekstraksi  dilakukan dengan menggunakan stirer  bertujuan untuk
memaksimalkan proses pelarutan senyawa dalam media yang digunakan dan mencegah
kerusakan senyawa karena proses pemanasan. Pelarut yang digunakan pada penelitian
ini adalah etil asetat sebagai fase organik dan air sebagai fase air. Etil asetat dipilih

sebagai fase organik dengan mempertimbangkan bahwa etil asetat merupakan senyawa
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yang mampu menarik senyawa metabolit sekunder yang bersifat polar dan non polar
diantaranya alkaloid, terpenoid, flavonoid, polifenol, sterol, dan glikosida. Etil asetat
adalah senyawa semipolar yang memiliki tingkat toksisitas lebih rendah dibanding
klorofom dan diklorometana. Dengan beberapa pertimbangan tersebut, etil asetat dipilih
sebagai fase organik pada penelitian ini. Kedua fase cair tersebut diaduk menggunakan
bantuan stirer pada erlenmeyer kemudian dimasukkan ke dalam corong pisah hingga

didapatkan dua fase cairan yang tidak saling bercampur (Balouiri dkk., 2016).

Hasil ekstraksi dipindahkan ke dalam corong pisah untuk memisahkan antara
fase air dan fase organik. Fase air akan berada di bagian bawah dan mengandung media
dan aquadest, sedangkan fase organik akan berada di atas yang mengandung metabolit
sekunder. Fase organik ditampung pada wadah untuk diuapkan pelarutnya, sedangkan
untuk fase air akan dilakukan replikasi ekstraksi 2-3 kali dengan perbandingan fase air

dan fase organik sebanyak 1: 1.

2.7 Metode Uji Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dapat dilakukan dengan beberapa metode antara lain
metode KLT bioautografi, difusi, dan dilusi. Metode KLT bioautografi adalah metode
pengujian aktivitas antibakteri yang dengan prinsip kromatografi. Pada metode ini, plat
KLT dimasukkan ke dalam media biakan bakteri. Aktivitas antibakteri digambarkan
dengan adanya zona hambat pada plat KLT. Selanjutnya, Metode yang umum
digunakan dalam skrining awal aktivitas antibakteri adalah metode difusi. Pada metode
ini, senyawa uji diletakkan di atas biakan bakteri sehingga sampel uji akan terdifusi
masuk ke dalam media biakan bakteri. Adanya aktivitas antibakteri digambarkan
dengan adanya zona bening disekitar sampel. Sedangkan metode dilusi adalah metode
uji antibakteri yang bersifat kuantitatif. Berdasarkan volume larutan uji, metode
mikrodilusi dibagi menjadi dua yaitu mikrodilusi dan makrodilusi. Volume larutan uji
pada mikrodilusi adalah kurang dari 2 mL (satuan mikroliter), sedangkan pada
makrodilusi sebanyak 2 mL atau lebih. Parameter dalam metode ini dapat dinyatakan

dalam nilai Minimum Bactericidal Concentration (MBC), Minimum Inhibitory


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

18

Concentration (MIC), dan Inhibitory Concentration (nilai IC50). MBC adalah
konsentrasi minimum sampel yang mampu membunuh bakteri sebanyak 99,9%. MIC
adalah konsentrasi terkecil yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri dalam
larutan uji yang diamati berdasarkan kekeruhan larutan uji. Sedangkan nilai ICsoadalah
konsentrasi sampel yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri sebanyak 50%
dalam larutan uji. Ketiga parameter diatas dinyatakan dalam satuan mg/L atau pug/mL.
Penelitian kali ini menggunakan metode mikrodilusi dengan volume larutan uji sebesar
1 mL (Balouiri dkk., 2016).

Dalam uji antibakteri diperlukan kontrol positif dan kontrol negatif. Kontrol
positif digunakan sebagai kontrol yang menunjukkan adanya aktivitas antibakteri.
Antibiotik adalah kontrol positif yang sering digunakan dalam uji antibakteri. Pemilihan
kontrol positif disesuaikan dengan jenis bakteri yang diuji dan mengacu pada antibiotik
yang direkomendasikan dalam Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI). Pada
penelitian ini digunakan bakteri Staphylococcus aureus. Sedangkan kontrol negatif yang
digunakan pada penelitian ini disesuaikan dengan kondisi analisis yang digunakan.
Agen antibiotik yang akan diuji, diinokulasi ke dalam suspensi bakteri yang telah
disetarakan dengan media Mc Farland 0,5 sebanyak 1 mL (Walsh, 2003; CLSI, 2015)..

Pada penelitian kali ini, pengujian aktivitas antibakteri dilakukan di microplate
96 well. Keuntungan dari metode mikrodilusi salah satunya adalah didapatkannya data
kuantitaif yang mudah diinterpretasikan menjadi kemampuan aktivitas antibakteri.
Pemilihan kontrol positif pada pengujian ini didasarkan pada CLSI dimana pada
pengujian aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dapat menggunakan
kontrol positif salah satu diantara berikut : gentamisin, piperasilin-tozobaktam,
seftazidim, dan tobramasin. Berdasarkan rekomendasi CLSI, salah satu kontrol positif
yang direkomendasikan untuk kontrol positif bakteri Staphylococcus aureus adalah
gentamisin karena gentamisin merupakan antibiotik spektrum luas yang mampu
menghambat bakteri Staphylococcus aureus. Hal ini yang mendasari pemilihan
gentamisin sebagai kontrol positif dalam penelitian ini. (CLSI, 2017).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelusuran dan isolasi fungi tanah muara serta skrining aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus pada penelitian ini merupakan jenis penelitian true

experimental laboratories.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia, Laboratorium Farmasetika,
Laboratorium Biomedik, Laboratorium Analisis Instrumen Fakultas Farmasi dan
Laboratorium Biosains Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dimulai dari bulan

Agustus 2019 hingga selesai.

3.3 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etil asetat isolat

fungi tanah.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah nilai persen penghambatan dalam uji
antibakteri ekstrak etil asetat isolat fungi tanah terhadap pertumbuhan bakteri

Staphylococcus aureus.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
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Pembuatan media biakan fungi tanah.

Metode pembiakan, isolasi, fermentasi, dan ekstraksi fungi tanah muara.
Pembuatan biakan bakteri Staphylococcus aureus.

Suhu inkubasi bakteri 37°C selama 24 jam.

Metode pengujian dan pengamatan tingkat kekeruhan hasil uji antibakteri.

o o~ wdhE

Prosedur penelitian.

3.4 Rancangan Penelitian

3.4.1 Definisi operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1.

Sampel tanah pada penelitian ini diambil di tanah muara sungai Kampung
Kerapu Kabupaten Situbondo dengan menggunakan pipa sepanjang 40 cm.
Tanah muara yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanah yang berada
diperbatasan antara air sungai dengan pantai yang terendam air laut apabila
sedang dalam kondisi pasang dan tidak terendam apabila air laut surut serta
berada di dekat perakaran bakau.

Skrining awal aktivitas antibakteri dilakukan dengan uji kontak langsung antara
permukaan media isolat fungi dengan permukaan biakan bakteri untuk
mengetahui aktivitas antibakteri yang ditunjukkan dengan munculnya zona
bening disekitar isolat fungi.

Pengujian antibakteri dilakukan dengan metode mikrodilusi dalam plate 96
sumuran yang berisi 100 pL tiap sumurannya.

Persen penghambatan menunjukkan nilai persen hambatan yang dihasilkan
sampel terhadap bakteri Staphylococcus aureus, didapatkan dari hasil
absorbansi yang diukur dengan microplate reader dan dihitung menggunakan

rumus yang tertera pada prosedur penelitian.
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3.4.2 Skema Prosedur penelitian
Skema percobaan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
Alat dan bahan

l Sterilisasi

Alat dan Media steril

\4

Sampel Tanah muara

- Suspensi
- Sentrifuse
- Dikultur pada media PDA

Fungi tanah muara

i Diisolasi ke media PDA
berdasarkan morfologi

Identifikasi isolat fungi
tanah muara secara <+——| Isolat Fungi Tanah Muara

mikroskopis

Uji Kontak Fungi dengan

Bakteri

Fungi tanah potensial

l Fermentasi Fungi Tanah Potensial

Hasil fermentasi fungi tanah
potensial

Ekstraksi dengan etil asetat

\ 4
Ekstrak fungi tanah

Uji aktivitas antibakteri metode
mikrodilusi

Data persen penghambatan ekstrak

Analisis data statistik
\ 4

Kesimpulan

Gambar 3 .1 Skema Penelitian
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3.5 Alat dan Bahan Penelitian
3.5.1 Alat

Autoklaf (B-ONE), Laminar Air Flow / LAF (THERMO CIENTIFIC SERIES
1300 A2), shacker inkubator (B-ONE), hot plate (UC-152), vortex (GENE-2),
spektrofotometer UV-Vis, mikropipet (SOCOREX), mikroskop, gelas ukur (DURAN),
erlenmeyer (SCHOTT DURAN), cawan petri (DURAN), jarum ose, yellow tip, pipet
tetes, jangka sorong (TRICLE BRAND), batang pengaduk, bunsen, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, kuvet, microplate reader (CORONA SH-1000), spatula logam, vial, gelas
beker (BOROSIL), alumunium foil, plastik wrap, kain kasa, parafilm.

3.5.2 Bahan

Sampel tanah muara; water for injection; aqua demineral (HYDROBATT);
Potato Dextrose Agar (PDA) (HIMEDIA); Potato Dextrose Broth (PDB) (HIMEDIA);
Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck); Mueller Hinton Broth (MHB); infus NaCl 0,9%;
air laut; bakteri Staphylococcus aureus (HIMEDIA); BaCl,; DMSO; etil asetat; H2SOau;

gentamisin;dan alkohol 70% .

3.6 Prosedur Kerja
3.6.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dilakukan dengan metode panas basah menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Alat dan bahan yang disterilisasi, dibungkus
menggunakan kertas perkamen sebanyak 2 lapis, kemudian dimasukkan ke dalam

autoklaf dan dilakukan proses sterilisasi.

3.6.2 Pembuatan Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Media PDA dibuat dengan menimbang 3,9 gram PDA pada erlenmeyer.
Ditambahkan air laut yang sudah disaring sebanyak 100 ml, kemudian dipanaskan
menggunakan hot plate dengan suhu 100 ° C hingga mendidih dibantu dengan

pengadukan untuk melarutkan media. Mulut erlenmeyer ditutup menggunakan kapas
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yang dibungkus dengan kain kasa, dilapisi dengan alumunium foil dan direkatkan
dengan parafilm. Kemudian media disterilisasi sesuai prosedur sterilisasi yang
dijelaskan sebelumnya. Media PDA yang sudah disterilisasi dituangkan ke dalam cawan
petri steril sebanyak 20 mL, dilakukan pada LAF dengan aliran udara terjaga. Cawan

petri direkatkan menggunakan plastik wrap sebanyak 3 lapis, kemudian diberi label.

3.6.3 Pembuatan Media Potato Dextrose Broth (PDB)

Media PDB ditimbang sebanyak 4,8 gram, dimasukkan dalam erlenmeyer
ditambahkan 200 mL aquadest sebagai pelarut. Media dipanaskan di atas hot plate
dengan suhu 100 ° C sambil diaduk hingga media mendidih. Mulut erlenmeyer ditutup
menggunakan kapas yang dibungkus dengan kain kasa, dilapisi alumunium foil dan
direkatkan menggunakan parafilm. Media PDB diberi label, kemudian disterilisasi
dengan metode panas basah menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

Media PDB siap digunakan untuk fermentasi isolat fungi tanah.

3.6.4 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Media MHA ditimbang 3,8 gram, dimasukkan dalam erlenmeyer. Ditambahkan
akua demineral 100 mL, kemudian dipanaskan diatas hotplate dengan suhu 100° C
sampai media mendidih. Media ditutup menggunakan kapas yang dibungkus dengan
kain kasa, dilapisi dengan alumunium dan direkatkan menggunakan parafilm. Media
MHA disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121° C selama 15 menit. Media
MHA yang sudah steril dituang ke dalam cawan petri steril dalam kondisi steril di dalam
LAF, lalu direkatkan menggunakan plastik wrap sebanyak 3 lapis. Media MHA pada

cawan petri diberi label, dan siap digunakan untuk menumbuhkan bakteri.
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3.6.5 Persiapan Sampel Tanah

Sampel tanah muara ditimbang sebanyak 5 gram dimasukkan ke dalam tube,
ditambahkan aquadest steril hingga batas 10 ml. sampel dihomogenkan menggunakan
vortex. Selanjutnya sampel disentrifus dengan kecepatan 100 rpm selama 15 menit
hingga terpisah menjadi 2 fasa yaitu supernatan dan pelet. Supernatan dipipet sebanyak
100 pL menggunakan mikropipet, dipindahkan ke atas media PDA dan diratakan
menggunakan spreader. Tahap ini dilakukan pada kondisi steril di dalam LAF dengan
aliran udara terkontrol. Cawan petri direkatkan menggunakan plastik wrap sebanyak 3
lapis, lalu diinkubasi pada suhu ruangan = 30°C selama 7-14 hari. Pertumbuhan fungi

diamati selama proses inkubasi.

3.6.6 Isolasi Fungi Tanah

Isolasi fungi tanah bertujuan untuk memperoleh jamur tunggal dari hasil biakan
jamur. Isolasi fungi tanah dilakukan dengan menumbuhkan kembali fungi tanah yang
telah tumbuh pada media PDA ke media PDA yang baru . Pengambilan biakan fungi
berdasarkan perbedaan morfologi fungi yang diamati secara makroskopis. Fungi
dengan morfologi tertentu diambil menggunakan ose lalu ditanam dengan cara

digoreskan di atas media PDA baru. Hasil isolasi diinkubasi pada suhu +30°C .

Hasil isolasi fungi diamati morfologinya secara makroskopis dan mikroskopis :
a. Pengamatan Isolat Fungi secara Makroskopis
Isolat fungi yang diinkubasi, diamati morfologinya meliputi warna dan

bentuknya.

b. Identifikasi Fungi secara Mikroskopis
Isolat fungi yang telah diinkubasi optimal, digoreskan tipis pada object glass lalu
diberi 1 tetes aquadest dan diberi cover glass. Preparat isolat fungi diamati

menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x untuk melihat bentuk sel fungi.
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3.6.7 Skrining awal Aktivitas Antibakteri

Skrining awal aktivitas antibakteri dilakukan bertujuan untuk mengetahui
kemampuan antibakteri dari fungi tanah terhadap bakteri S. aureus dengan cara uji
kontak langsung antara fungi dengan bakteri. Berikut adalah beberapa tahap skrining
awal aktivitas antibakteri :

a. Peremajaan Bakteri S. aureus

Biakan bakteri S. aureus diambil menggunakan ose, kemudian ditanam dengan
cara digoreskan pada media MHA. Cawan petri direkatkan menggunakan plastik wrap
sebanyak 3 lapis dan diberi label. Kemudian bakteri diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C .

b. Pembuatan Suspensi Bakteri S. aureus

Disiapkan 10 mL larutan NaCl steril dalam tube steril. Diambil 1 ose bakteri
S. aureus kemudian disuspensikan ke dalam 10 mL NacCl steril dan divortex hingga
homogen. Diukur absorbansi suspensi menggunakan spektrofotometer UV-Vis hingga
mendapatkan absorbansi antara 0,08-0,13 (dibandingkan dengan standar Mc Farland
0,5).

c. Skrining Aktivitas Antibakteri

Suspensi bakteri dipipet sebanyak 100 pL diletakkan di atas media MHA
kemudian di ratakan menggunakan spreader. Isolat fungi tanah yang sudah berumur 14
hari dilubangi menggunakan sumuran dengan diameter 9 mm. Isolat jamur dengan
diameter 9 mm diletakkan di atas biakan bakteri S. aureus dengan posisi permukaan
fungi kontak langsung dengan permukaan biakan bakteri kemudian diberi label. Media
diinkubasi selama 24 jam pada inkubator dengan suhu 37°C . Diamati adanya zona
bening disekitar isolat fungi yang kontak dengan bakteri. Hasil zona bening diukur
menggunakan jangka sorong dan menunjukkan adanya aktivitas penghambatan

terhadap bakteri.
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3.6.8 Fermentasi

Isolat fungi tanah potensial di fermentasi dengan tujuan untuk memperbanyak
jumlah sel fungi dan metabolit sekunder yang dihasilkan. Isolat fungi dilubangi
menggunakan sumuran dengan diameter 9 mm sebanyak 5 buah, kemudian dimasukkan
ke dalam media PDB dan diinkubasi pada shacker incubator dengan kecepatan 100 rpm
selama 14 hari. Fermentasi fungi dilakukan selama 14 hari bertujuan agar fungi

maksimal dalam memperbanyak sel hingga mencapai fase stationer.

3.6.9 Ekstraksi

Ekstraksi bertujuan untuk mengambil hasil metabolit sekunder dari hasil
fermentasi fungi tanah. Ekstraksi dilakukan dengan menggunakan pelarut etil asetat. Etil
asetat adalah jenis pelarut yang dapat menarik metabolit sekunder fungi. Hasil
fermentasi fungi tanah disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan media
fermentasi dengan fungi. Larutan media fermentasi diukur menggunakan gelas ukur,
dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Ditambahkan pelarut etil asetat dengan perbandingan
1:1 terhadap jumlah larutan fermentasi, kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer dan
diaduk menggunakan stirer dengan kecepatan 100 rpm selama 15 menit. Proses
ekstraksi diulangi sebanyak 2-3 kali partisi. Didapatkan hasil ekstraksi menjadi 2 fasa
yaitu fasa etil asetat berada di atas dan fasa PDB di bagian bawah. Kemudian diambil
fasa etil asetat dan diletakkan pada wadah kaca dengan permukaan mulut yang lebar.
Ekstrak yang terlarut dalam etil asetat diuapkan dalam lemari asam hingga pelarut
menguap. Disiapkan vial kosong yang sudah ditimbang, kemudian hasil akhir ekstrak
ditimbang pada vial kemudian ditutup dan disimpan untuk digunakan uji aktivitas
antibakteri pada tahap selanjutnya.
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3.6.10 Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etil Asetat Fungi Tanah Muara

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat fungi tanah muara terhadap bakteri
S.aureus dilakukan dengan metode mikrodilusi. Berikut ini adalah langkah kerja uji

aktivitas antibakteri pada penelitian ini :

a. Pembuatan media Cation Adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB)

Media CAMHB dibuat dengan melarutkan 1,05 gram MHB dengan 50 mL
akua demineralata dalam erlenmeyer dan dikocok hingga larut. Kemudian media
disterilisasi dalam autoklaf. Media ditambahkan larutan CaCl, dan MgCl> hingga
didapatkan konsentrasi Ca* dalam media sejumlah 20-25 mg/L dan Mg2+ dalam media
sejumlah 10-12,5 mg/L (CLSI, 2015). Pembuatan larutan induk CaCl; dilakukan dengan
melarutkan 0,2775 g dalam 10 mL akua demineral hingga didapat konsentrasi Ca?*
dalam larutan induk sebesar 10 mg/ml. Pembuatan larutan induk MgCl, dilakukan
dengan melarutkan 0,3195 g MgCl, dalam 10 mL akua demineral hingga didapat
konsentrasi Mg?* sebesar 10 mg/mL. kemudian ditambahkan larutan induk CaCl;
sebesar 112,5 pL dan larutan induk MgCl» sebesar 56,25 pl dalam 50 mL media MHB
sehingga didapatkan konsentrasi 22,5 mg Ca®*/L dan 11,25 mg Mg?*/L.

b. Peremajaan Biakan Bakteri

Bakteri S. aureus pada stok media MHA diambil menggunakan ose, kemudian
digoreskan pada media MHA baru secara aseptis. Cawan petri yang berisi biakan bakteri
S. aureus, direkatkan menggunakan plastik wrap sebanyak 3 lapis kemudian diinkubasi

pada suhu 32°C selama 24 jam di dalam inkubator.

¢. Pembuatan Standar Mc Farland 0,5

Standard Mc Farland dibuat dengan mencampurkan 9,95 mL H>SOs4, dengan
BaCl, 1% sebanyak 0,005 mL kemudian divortex hingga homogen. Absorbansi
campuran diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang
625 nm hingga didapatkan absorbansi memasuki rentang 0,08-0,13 (CLSI, 2013).
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c. Pembuatan Biakan Bakteri Aktif

Disiapkan 10 mL media CAMHB dalam tube steril, kemudian bakteri
S.aureus hasil peremajaan diambil sebanyak 1 ose lalu divortex hingga homogen.
Diukur absorbansi menggunakan spektrofotomter UV-Vis pada panjang gelombang
625 nm hingga mencapai rentang 0,08-0,13 sesuai standar Mc Farland 0,5. Kekeruhan
pada tingkat absorbansi ini menunjukkan bahwa suspensi mengandung 1 x 108
CFU/mL koloni bakteri (CLSI, 2012).

d. Pembuatan Larutan Kontrol
1) Kontrol Positif
Kontrol positif yang digunakan adalah 4 macam konsentrasi gentamisin yaitu :
0,5; 1; 2; dan 4 mg/mL.

2) Kontrol Negatif

Kontrol negatif pada pengujian kali ini adalah DMSO 1% dalam media
CAMHB. DMSO dipipet sebanyak 1 mL dan dilarutkan dalam 100 mL media
CAMHB.

Pembuatan Larutan Uji

Preparasi larutan uji dilakukan dengan menimbang 100 pg ekstrak fungi tanah,
kemudian dilarutkan dengan DMSO 100 pL sehingga didapatkan konsentrasi 100ppm
larutan uji ekstrak fungi tanah dalam DMSO 1%.

Uji Aktivitas Antibakteri dengan Metode Mikrodilusi

Proses uji aktivitas antibakteri dilakukan dalam microplate 96 secara aseptis di
dalam LAF dengan sistem sirkulasi udara terkontrol. Suspensi bakteri dalam CAMHB
diencerkan 100 kali dari konsentrasi 1 x 108 CFU/mL hingga didapatkan konsentrasi 1
x 10° Setiap sumuran diisi dengan 50 pL suspensi bakteri dalam CAMHB, kemudian
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ditambahkan kontrol positif, kontrol negatif, dan larutan uji masing-masing sebanyak
50 uL hingga didapatkan konsentrasi bakteri sebesar 5 x 10%.

Uji aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat fermentasi fungi tanah muara
menggunakan metode mikrodilusi terdiri dari campuran 50 pL suspensi bakteri dalam
CAMHB ditambahkan dengan 50 pL ekstrak dengan konsentrasi sebesar 100 pg/ml
dalam DMSO 1%. Untuk kontrol ekstrak sumuran berisi 50 pL ekstrak konsentrasi 100
png/mL dalam DMSO 1% dan 50 pL media CAMHB. Kontrol negatif ekstrak sumuran
berisi 50 pL DMSO 1% dalam media CAMHB dan 50 pL suspensi bakteri dalam
CAMHB. Kontrol DMSO 1% sumuran berisi 50 pL DMSO 1% dalam media CAMHB
dan 50 pL media CAMHB. Kontrol positif sumuran berisi 50 gL gentamisin
konsentrasi 0,5 pg/mL dan 50 pL suspensi bakteri dalam CAMHB. Kontrol gentamisin
sumuran berisi 50 pL gentamisin konsentrasi 4; 2; 1 dan 0,5 pg/ml dan 50 pL media
CAMHB. Kontrol negatif gentamisin berisi 50 uL CAMHB dan 50 pl suspensi bakteri
dalam CAMHB, sedangkan kontrol media sumuran berisi 100 uL CAMHB.

Semua perlakuan dilakukan sebanyak 3 Kkali replikasi menggunakan
microplate yang sama. Microplate yang telah berisi larutan uji, selanjutnya diinkubasi
selama 18-24 jam di dalam inkubator dengan suhu 37 °C dan diberik shaker sebesar 100
rpm. Microplate dibaca dengan microplate reader menggunakan gelombang UV 625
nm dan didapatkan data absorbansi. Data absorbansi selanjutnya dimasukkan ke dalam

rumus hingga didapatkan nilai persen penghambatan.
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Gambar 3.2 adalah desain microplate yang digunakan untuk uji antibakteri .

1 2 3
A
B
C
D
E
F
G
H
Gambar 3.2 Desain microplate uji aktivitas antibakteri
Keterangan:

50 pl Ekstrak etil asetat fungi tanah dalam DMSO 1 % + bakteri dalam CAMHB 50 pl
50 pl Ekstrak etil asetat fungi tanah atas dalam DMSO 1 % + 50 pl media CAMHB
50 pl Gentamisin + bakteri dalam CAMHB 50 pl

50 pl Gentamisin 50 pl + media CAMHB 50 pl

50 ul DMSO 1% dalam CAMHB + bakteri dalam CAMHB 50

50 ul DMSO 1% dalam media CAMHB + media CAMHB 50 pl

50 pl Media CAMHB + bakteri dalam CAMHB 50 pl

100 pl Media CAMHB
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3.6.11. Analisis Data
Pada penelitian ini didapatkan data nilai persen penghambatan ekstrak etil asetat
fungi tanah terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan metode mikrodilusi dapat

dihitung menggunakan rumus berikut :

(Abs C—Abs D)

0, = —
Yo penghambatan (1 (Abs A—Abs B)

)x 100%.

Keterangan :
Abs : absorbansi
: kontrol negatif ekstrak/gentamisin
: kontrol DMSO 1% atau media CAMHB

- larutan uji ekstrak/gentamisin

o 0O w >

: kontrol ekstrak/gentamisin

Setelah didapatkan nilai persen penghambatan, dilakukan pengujian statistik untuk
adanya hubungan antara nilai persen penghambatan setiap kelompok uji. Data ekstrak
beserta nilai persen penghambatan dilihat homogenitasnya. Apabila data homogen, maka
dianalisis menggunakan Analisis One Way Anova. Syarat hasil analisis One Way Anova,
penyebaran datanya harus normal. Analisis One Way Anova dilakukan untuk mengetahui

ada tidaknya perbedaan yang bermakna dari masing-masing kelompok uiji.

Apabila data tidak homogen ditunjukkan dengan nilai p < 0,05 maka dilanjutkan
analisis dengan uji Mann Whitney untuk mengetahui kelompok mana saja yang
mempunyai perbedaan bermakna. Parameter yang diamati dari nilai p < 0,05
menunjukkan makna bahwa adanya perbedaan signifikan antara kelompok uji tersebut.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi tanah muara sungai Kampung Kerapu
Desa Gundit, Kecamatan Kendit, Kabupaten Situbondo memiliki aktivitas
antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.

2. Ekstrak etil asetat hasil fermentasi fungi tanah muara yang didapatkan
menghasilkan persen penghambatan terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dengan urutan mulai dari yang terbesar yaitu IS-KK-T1 93,5 + 3,8% ; IS-KK-
B1 88,7 £ 4,2% ; IS-KK-B2 86,8 £ 5,2; IS-KK-A1 % 71,3+ 1,6 % ; IS-KK-A2
17,9+ 6,6% ; IS-KK-T2 8,1 + 0,6%.

5.2 Saran
Saran untuk penelitian ini adalah :

1. Perlu dilakukan fermentasi dan ekstraksi yang lebih banyak terhadap isolat IS-
KK-T1 yang memiliki persen penghambatan paling besar namun persen
rendemennya paling kecil.

2. Perlu dilakukan identifikasi spesies fungi yang memiliki aktivitas antibakteri.

3. Perlu dilakukan skrining fitokimia untuk mengetahui senyawa yang berperan
dalam ekstrak isolat fungi terhadap aktivitas antibakteri.

4. Perlu dilakukan isolasi untuk mendapatkan senyawa yang bertanggung jawab
dalam aktivitas antibakteri ekstrak etil asetat hasil fermentasi isolat fungi tanah

muara.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan Pembuatan Media

1. Media Potato Dextrose Agar (PDA)
Media PDA dibuat dalam 100 mL air laut dengan perhitungan sebagai berikut :

39 gram _ x gram
1000mL  100mL

X gram = 3,9 gram

Media PDA ditimbang sebanyak 3,9 gram dan dilarutkan dalam 100 mL air laut.
Masing-masing petri diisi media PDA £ 20 mL.

2. Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Media MHA dibuat dalam 100 mL aqua demineralisata dengan perhitungan sebagai
berikut :

34 gram _ x gram
1000 mL 100 mL

X gram = 3,4 gram

Media MHA ditimbang sebanyak 3,4 gram dan dilarutkan dalam 100 mL aqua
demineralisata. Masing-masing petri diisi media MHA + 20 mL.

3. Media Potato Dextrose Broth (PDB)
Media MHA dibuat dalam 200 mL aqua demineralisata dengan perhitungan sebagai
berikut :

24 gram _ X
1000 mL 200 mL

Xgram = 4,8 gram

Media MHA ditimbang sebanyak 4,8 gram dan dilarutkan dalam 200 mL aqua
demineralisata. PDB dibuat 7 erlenmeyer jadi media PDB yang ditimbang keseluruhan

28,8 gram.
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4. Media Cation Adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB)

a. Media Mueller Hinton Broth (MHB)
Pembuatan media MHB dibuat dalam 200 mL aqua demineralisata. Dalam pembuatan

21 gram media dibutuhkan 1 L aqua demineralisata.

21 gram _ X
1000 mL 200 mL

4,2 gram = X
Berat media yang digunakan untuk 200 mL aqua demineralisata adalah 4,2 gram.
media CAMHB

b. Pembuatan larutan induk MgCl2

Bahan = MgCl, 6H.0 (Berat molekul = 203,3027 g/mol)
Berat molekul MgCl> = 95,211 g/mol

Berat molekul Mg?* = 24,305 g/mol

Dibuat larutan induk MgCl, dengan konsentrasi 10 mg Mg2+/ mL

_ BM MgCI2

Jumlah MgCl; yang dibutuhkan BM Mg2+

x 10 mg/mL

_ 95211
24,305

= 39,123 mg/mL

_ BM MgCl2 6H20
~ BMMgCI2

x 10 mg/mL

Jumlah MgCl, 6H,0 dibutuhkan x 39,123 mg/mL

_203,3027
95,211

= 83,539 mg/mL

Larutan induk MgCl> dibuat dengan melarutkan 835,39 mg MgCl, 6H.0 dalam 10 mL
aqua demineralisata.

x 39,123 mg/mL

Perhitungan MgClz yang ditambahkan ke dalam media MHB

Konsentrasi yang dibutuhkan dalam media MHB yaitu 11,25 mg Mg?*/L. Kation Mg**
ditambahkan dari larutan induk MgCl, konsentrasi 10 mg Mg?*/mL. Media yang
digunakan yaitu sebanyak 200 mL, maka dibutuhkan Mg?* sebanyak :
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200 mL
1000 mL

x 11,25 mg Mg?* = 2,25 mg Mg?*

Jumlah larutan induk MgCl; yang ditambahkan :

2,25mgMg2+
10 mg Mg2+

x 1 mL =0,225 mL

Media MHB 200 mL ditambahkan larutan induk MgCl, konsentrasi 10 mg Mg?*/mL
sebanyak 0,225 mL.

c. Pembuatan larutan induk CacCl2

Bahan = MgCl2 6H.0 (Berat molekul = 203,3027 g/mol)
Berat molekul MgCl, = 95,211 g/mol

Berat molekul Mg?* = 24,305 g/mol

Dibuat larutan induk MgCl> dengan konsentrasi 10 mg Mg2+/ mL

_ BM MgCl2
BMM 2+

Jumlah MgCl; yang dibutuhkan

x 10 mg/mL

95,211
24— 305

= 39,123 mg/mL

_ BM MgCl2 6H20
BM MgCl2

——— x 10 mg/mL

Jumlah MgCl, 6H20 dibutuhkan X 39,123 mg/mL

_203,3027
95,211

= 83,539 mg/mL

x 39,123 mg/mL

Larutan induk MgCl> dibuat dengan melarutkan 835,39 mg MgCl, 6H,O dalam 10 m
agua demineralisata.

Perhitungan CaCl:yang ditambahkan ke dalam media MHB

Konsentrasi yang dibutuhkan dalam media MHB yaitu 22,5 mg Ca2*/L. Kation Ca?"
ditambahkan dari larutan induk CaCl, konsentrasi 10 mg Ca?*/mL. Media yang
digunakan yaitu sebanyak 200 mL, maka dibutuhkan Ca?* sebanyak :

200 mL_ mL

~—— x 22,5mg Ca?* = 4,5 mg Ca®*
1000 mL

S7

L
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Jumlah larutan induk CaCl, yang ditambahkan :

4,5mgCa2+
10 mg Ca2+

x 1 mL =0,450 mL

Media MHB 200 mL ditambahkan larutan induk CaCl, konsentrasi 10 mg Ca®*/mL
sebanyak 0,450 mL.
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Lampiran 2. Perhitungan Persen Rendemen Ekstrak Isolat Fungi

Bobot (Gram) Persen
Kode Volume
~ Wadah + Rendemen
Isolat Fermentasi Wadah Ekstrak
Ekstrak (%0)
IS-KK-A1 164 10,8157 10,6145 0,2012 0,123
IS-KK-A2 176 10,5667 10,3788 0,1879 0,107
IS-KK-T1 168 10,413 10,3581 0,0549 0,033
IS-KK-T2 180 10,2752 10,1657 0,1095 0,061
IS-KK-B1 174 10,5004 10,3302 0,1702 0,098
IS-KK-B2 181 10,2459 10,0856 0,1603 0,089
% Rendemen ekstrak = —2eratekstrak o 1000

Berat sampel tanah
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan Uji

1. Larutan Uji Gentamisin

a. Pembuatan larutan induk gentamisin

Bahan = larutan injeksi gentamisin sulfat konsentrasi 40 mg/mL
BM gentamisin sulfat = 575,675 g/mol
BM gentamisin = 477,596 g/mol

BM gentamsin

Konsentrasi gentamisin = BM gentamisin sulfat

x 40 mg/mL

_ 477,596 g/mol
575,675 g/mol

= 33,185 mg/mL
= 33185 pg/mL

Konsentrasi larutan induk gentamisin yang dibutuhkan yaitu 100 pg/mL :

x 40 mg/mL

volume yang diambil dari gentamisin sulfat
10000 uL. media CAMHB

x 33185 pg/mL = 100 pg/mL

Volume yang dipipet dari larutan gentamisin sulfat = 30,1 pL dicampur drngan media
CAMHB ad 10000 pL sehingga konsentrasi larutan induk gentamisin 100 pg/mL.

b. Pengenceran larutan induk gentamisin

Konsentrasi gentamisin yang dibutuhkan untuk uji aktivitas antibakteri yaitu 1 pg/mL

volume yang diambil dari larutan induk
10000 pL media CAMHB

x 100 pg/mL =1 pg/mL

Volume yang dipipet dari larutan induk gentamisin = 100 pL ad media CAMHB
10000 pL sehingga konsentrasi gentamisin untuk kontrol positif 1 pg/mL.

2. Larutan Uji DMSO 1%

X mL
10 mL

X=0,1ml
Untuk membuat DMSO 1% dipipet 0,1 ml DMSO di add kan sampai 10 ml

x100% =1 %
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3. Larutan Uji ekstrak

Larutan uji ekstrak dibuat dengan konsentrasi 100 pg/mL

1 mg ekstrak
100 puL DMSO 100%

x10.000 pg/mL = 100pg/mL

Pengenceran larutan ekstrak dalam media CAMHB

50 pL
5 mL

x 10.000 pg/mL = 100 pg/mL

Kode Ekstrak  Berat Ekstrak DMSO 100% Konsentrasi
yang Ditimbang yang Larutan
(mg) ditambahkan (ul) Uji (ug/mL)
IS-KK-Al 1,036 103,6 10000
IS-KK-A2 1,041 104 10000
IS-KK-T1 1,039 103,9 10000
IS-KK-T2 1,043 104,3 10000
IS-KK-B1 1,038 103,8 10000
IS-KK-B2 1,007 100,7 10000
Kode Jumlah Larutan )
Ekstrak Uji 1000 pg/mL MEdli;:nzMHB Konsentrasi akhir
yang dipipet ditambahkan (uL) ekstrak (ug/mL)
(ML)
IS-KK-A1 50 4950 100
IS-KK-A2 50 4950 100
IS-KK-T1 50 4950 100
IS-KK-T2 50 4950 100
IS-KK-B1 50 4950 100
IS-KK-B2 50 4950 100
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Lampiran 5. Data Hasil dan Persentase Penghambatan Kontrol Positif, Larutan
Uji dan Kontrol Negatif terhadap Pertumbuhan Bakteri
Staphylococcus aureus

1. Data hasil absorbansi dan persentase penghambatan gentamisin (kontrol

positif) terhadap pertumbuhan bakteri.

Absorbansi
Konsentrasi Rerata Rerata  Penghambatan
3 Kontrol
(Mg/mL) Uji N Kontrol Kontrol (%)
uji . i
negatif media

0,133 0,132 99,7

1 0,139 0,135 0,469 0,138 98,8
0,144 0,136 97,6

2. Data hasil absorbansi dan persentase penghambatan DMSO 1% (kontrol

negatif) terhadap pertumbuhan bakteri.

Absorbansi
Konsentrasi Rerata Rerata  Penghambatan
. Kontrol
(ng/mL) Uji - Kontrol Kontrol (%)
uji . )
negatif media
0,469 0,141 0,9
1 0,459 0,132 0,469 0,138 1,2

0,449 0,12 0,6
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3. Data hasil absorbansi dan persentase penghambatan ekstrak etil asetat hasil

fermentasi fungi tanah muara konsentrasi 100 pg/mL terhadap pertumbuhan

bakteri.
Kode 20 Penghambatan
Fung Kelompok  Kontrol Kontrol Kontrol %)
Uji uji negatif media
IS-KK-Al 0,565 0,474 72,3
0,437 0,346 0,459 0,134 72,3
0,620 0,520 69,5
IS-KK-A2 0,615 0,370 25,3
0,679 0,393 0,459 0,134 12,8
0,761 0,484 15,5
IS-KK-T1 0,388 0,358 90,9
0,361 0,354 0,459 0,134 97,9
0,330 0,303 91,8
IS-KK-T2 0,609 0,306 7,6
0,627 0,328 0,459 0,134 8,8
0,578 0,276 7,9
IS-KK-B1 0,493 0,463 90,9
0,483 0,455 0,459 0,134 91,5
0,485 0,432 83,8
IS-KK-B2 0,415 0,377 88,4
0,414 0,382 0,459 0,134 90,2
0,413 0,353 81,7
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Lampiran 6. Analisis Data Hasil Uji Aktivitas Antibakteri dengan Program SPSS

1. Uji Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Ekstr | Statisti
ak c df Sig. Statistic
PersenPengham Al 374 3 776
batan
A2 ,307 3 ,903
T1 ,342 3 ,845
T2 ,292 3 ,923
B1 ,360 3 ,808
B2 ,309 3 ,900
Tests of Normality
Shapiro-Wilka
Ekstrak df Sig.
PersenPenghambatan Al 3 ,058
A2 3 ,395
T1 3 ,226
T2 3 ,463
B1 3 ,134
B2 3 ,386
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2. Uji Homogenitas dan Uji LSD

Test of Homogeneity of Variances

PersenPenghambatan
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
3,423 5 12 ,057
ANOVA
PersenPenghambatan
Sum of
Squares df Mean Square Sig.
Between
21775,513 5 4355,103| 263,219 ,000
Groups
Within Groups 198,547 12 16,546
Total 21974,060 17
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: PersenPenghambatan
LSD
95%
Confidenc
e Interval
Mean
0] (J) Difference Std. Lower
Ekstrak  Ekstrak (1-9) Error Sig. Bound
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Al A2 53,5333 3,3212 ,000 46,297
T1 -22,1333"| 3,3212 ,000 -29,370
T2 63,3000 | 3,3212 ,000 56,064
Bl -17,3333"| 3,3212 ,000 -24,570
B2 -15,3667"| 3,3212 ,001 -22,603
A2 Al -53,5333"| 3,3212 ,000 -60,770
T1 -75,6667"| 3,3212 ,000 -82,903
T2 9,7667"| 3,3212 ,012 2,530
Bl -70,8667"| 3,3212 ,000 -78,103
B2 -68,9000" | 3,3212 ,000 -76,136
T1 Al 22,1333 3,3212 ,000 14,897
A2 75,6667 3,3212 ,000 68,430
T2 85,4333"| 3,3212 ,000 78,197
Bl 4,8000 | 3,3212 174 -2,436
B2 6,7667 | 3,3212 ,064 -,470
T2 Al -63,3000"| 3,3212 ,000 -70,536
A2 -9,7667"| 3,3212 ,012 -17,003
T1 -85,4333"| 3,3212 ,000 -92,670
Bl -80,6333"| 3,3212 ,000 -87,870
B2 -78,6667"| 3,3212 ,000 -85,903
Bl Al 17,3333"| 3,3212 ,000 10,097
A2 70,8667 3,3212 ,000 63,630
T1 -4,8000 [ 3,3212 174 -12,036
T2 80,6333"| 3,3212 ,000 73,397
B2 1,9667 | 3,3212 ,565 -5,270
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B2 Al

A2

T1

T2

Bl

15,3667"

68,9000"

-6,7667

78,6667

-1,9667

3,3212

3,3212

3,3212

3,3212

3,3212

,001

,000

,064

,000

,565
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8,130

61,664

-14,003

71,430

-9,203

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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