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ABSTRAK

NIELMA AULIAH. Optimalisasi Produksi Senyawa Antibakteri Fungi 
Endofit Penicillium sp dari Alga Hijau Ulva reticulata Forsskal (dibimbing 
oleh Sartini, Gemini Alam).

Penelitian ini bertujuan untuk: (1) Menentukan lama fermentasi 
optimal untuk produksi senyawa antibakteri fungi endofit Penicillium sp, (2) 
Menentukan komposisi media produksi yang optimal untuk kandungan 
senyawa antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp, dan (3) Mencari 
kemiripan komponen kimia  yang terdapat dalam fungi endofit Penicillium
sp dan ekstrak tanaman Ulva reticulata yang bersifat antibakteri. 

Sampel yang digunakan adalah isolat fungi endofit Penicillium sp 
dari Alga Hijau Ulva reticulata Forsskal. Metode yang digunakan adalah 
submerged fermentation, dengan optimasi produksi melalui lama 
fermentasi dan variasi konsentrasi media NaCl, ekstrak yeast, dan 
induser. Data aktivitas antibakteri dianalisis menggunakan metode 
kuantitatif deskriptif. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa: (1) Lama fermentasi optimal  
untuk produksi senyawa antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp adalah 
9 hari, (2) Media fermentasi optimal yang memberikan aktivitas antibakteri 
terbesar adalah NaCl 1% b/v, ekstrak yeast 1% b/v, dan induser 2% v/v, 
dan (3) Komponen kimia yang terdeteksi antara isolat fungi Penicillium sp 
dengan ekstrak tanaman Ulva reticulata memiliki kemiripan berdasarkan 
nilai Rt (waktu retensi) masing-masing ekstrak, dalam hal ini ekstrak 
heksan, etil asetat, dan metanol. Golongan senyawa yang terdeteksi 
adalah alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid.

Kata kunci : Optimalisasi, antibakteri, Penicillium sp, Ulva reticulata 
Forsskal



ABSTRACT

NIELMA AULIAH. Optimization of an anti-bacterial isolate Penicillum sp
production compound from Fungi Endofit Ulva reticulata Forsskal 
(supervised by Sartini, Gemini Alam)

This study aims to optimize the anti-bacterial isolate Penicillum sp
production compound from fungi Endofit Ulva reticulata Forsskal using
fermentation time and the variation of fermentation medium.

The sample is chosen from filtered isolate from Fungi Endofit Ulva 
reticulata Forsskal. Submerged formation has been carried out as the 
methodology in which the spore or mycelium is injected and mixed into the 
production medium therefore its growth is thorough the production 
medium. 

The results show that the fermentation time and the optimum of 
production medium are NaCl 1% b/v, yeast extract 1% b/v and inducer 2% 
v/v in PDB media during 9 days of incubation times. The characteristic of 
chemical components suggest that there is similarity in the chemical 
components between the outcome of anti-bacterial isolate Penicillum sp
fermentation isolate and the extract of Ulva reticulata Forsskal. This can 
be seen from preparative KLT test using UV ray of 254 nm and 366 nm 
with spray reagent of H2SO4. The results of present study also indicate 
that there are alkaloid, flavonoid and triterpenoid compounds. 

Keyword: Optimization of an anti-bacterial production compound, 
Penicillium sp, Ulva reticulata Forsskal
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BAB I

PENDAHULUAN

A.Latar Belakang

Indonesia terkenal sebagai negara yang kaya akan bahan hayati 

laut. Di Indonesia ada 56 jenis alga yang ditemukan berpotensi, yaitu 

terdiri atas 16 alga hijau, 9 alga coklat, dan 31 alga merah (Khurniasari, 

2004). Alga merupakan sumber yang kaya akan produk alami bioaktif dan 

telah diteliti sebagai bahan biosidal dan farmasi. Dalam beberapa tahun 

terakhir, ada banyak laporan penelitian dari senyawa turunan makroalga 

yang memiliki berbagai aktivitas biologis seperti antibakteri (Karthikaidevi 

et al, 2009; Yung et al, 2011; Kolanjinathan, 2011; Rebecca et al, 2012;), 

antijamur (Kolanjinathan, 2011); dan antioksidan (Tamat dkk, 2007).

Penelitian yang mengarah kepada pencarian dan penemuan 

antimikroba baru terus berkembang pesat. Salah satu sumber yang 

berpotensial sebagai penghasil antimikroba adalah biota laut, salah 

satunya adalah makroalga atau alga. Del Val et al (2009) menemukan 

bahwa ada 28 spesies alga yang mempunyai aktivitas sebagai antibakteri. 

Salah satu jenis alga hijau yang mempunyai potensi sebagai antimikroba 

adalah Ulva reticulata. Jenis ini memiliki aktivitas antimikroba terhadap 

Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Escherichia coli, Saccharomyces 

cervisiae, Staphylococcus aureus,dan Salmonella typhi (Karthikaidevi et 

al, 2009; Aruna et al, 2010).



Beberapa hasil penelitian mengenai Ulva reticulata, menunjukkan 

bahwa kandungan senyawa yang terdapat di dalam  tanaman ini adalah 

triterpenoid. Dalam penelitian ini juga, dilaporkan bahwa ekstrak metanol, 

kloroform, dan air Ulva reticulata memiliki aktivitas antioksidan dan 

toksisitas yang sangat lemah (Tamat dkk, 2007). Penelitian lain 

menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba dari ekstrak metanol Ulva 

reticulata  dengan konsentrasi 5% menunjukkan diameter zona hambat 

sebesar 16+0,3 mm (Kolanjinathan and Stella, 2011). 

Rendahnya kandungan senyawa aktif yang dihasilkan oleh 

makroorganisme laut, menyebabkan banyak penelitian yang beralih ke 

mikroorganisme laut (Kelecom, 2002).  Zheng et al (2005) menemukan 

bahwa mikrooganisme laut yang bersimbiosis dengan makroorganisme 

laut seperti invertebrata dan alga memiliki potensi sebagai sumber 

antimikroba, contohnya Micromonospora sp. dan Streptomyces sp. yang 

bersimbiosis dengan alga Gracilaria verrucosa. Fungi yang bersimbiosis 

dengan organisme inangnya disebut fungi simbion dan menghasilkan 

metabolit sekunder yang umumnya sama dengan inangnya, antara lain 

yang bersifat sebagai antimikroba. (Strobel and Daisy, 2003).

Hasil penelitian  Suryadi (2011) mengenai fungi endofit yang 

bersifat antimikroba dari tanaman Ulva reticulata, diperoleh 4 jenis isolat 

fungi, yaitu FSUr-1 (Aspergillus sp.), FSUr-2 (Penicillium sp.), FSUr-3 

(Cladosporium sp.), dan FSUr-4 (khamir). Dari ke empat jenis isolat ini, 

isolat FSUr-2 (Penicillium sp.) memiliki aktivitas antimikroba yang sangat 



tinggi terhadap mikroba uji, sedangkan berdasarkan penelitian lainnya 

didapatkan bahwa Penicillium sp memiliki beberapa manfaat seperti 

penelitian yang dilakukan oleh Leitao. AL (2009) bahwa Penicillium sp 

memiliki kemampuan untuk mendegradasi komponen xenobiotik dan 

transformasi polutan, dan juga terkhusus pada Penicillium notatum dan 

Penicillium chrysogenum yang memproduksi penicillin, sedangkan 

Penicillium camneberti dan Penicillium reguefort, dimanfaatkan untuk 

meningkatkan kualitas keju.

Hasil penelitian Suryadi (2011), aktivitas antimikroba yang 

dihasilkan oleh Penicillium sp terhadap bakteri (Bacillus subtillis, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella thyposa) berkisar 13-

22 mm, sedangkan untuk fungi (Candida albicans, Mallasezia furfur) 

sebesar 25 mm. Berdasarkan literatur (Ibstissam et al, 2009) kisaran daya 

hambat yang diperoleh memiliki aktivitas antimikroba yang sangat baik. 

Oleh  karena itu,  perlu dilakukan optimalisasi produksi dari Penicillium sp 

khususnya terhadap  senyawa antibakteri yang dihasilkan. Adapun 

optimalisasi yang dilakukan menggunakan dua parameter yaitu waktu 

fermentasi dan media fermentasi. Parameter media fermentasi terbagi 

atas 3, yaitu (1) NaCl, (2) ekstrak yeast, dan (3) induser, yang digunakan 

adalah infus dari tanaman Ulva reticulata.



B. Rumusan Masalah

1. Apakah lama fermentasi berpengaruh pada produksi senyawa 

antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp?

2. Bagaimana pengaruh konsentrasi NaCl, ekstrak yeast, dan infus Ulva 

reticulata dalam media produksi terhadap kandungan senyawa 

antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp?

3. Apakah ada kemiripan komponen kimia  yang terdapat dalam fungi 

endofit Penicillium sp dengan ekstrak tanaman Ulva reticulata yang 

bersifat antibakteri?

C. Tujuan Penelitian

1. Menentukan lama fermentasi optimal untuk produksi senyawa 

antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp.

2. Menentukan komposisi media produksi yang optimal untuk kandungan 

senyawa antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp.

3. Mencari kemiripan komponen kimia  yang terdapat dalam fungi endofit 

Penicillium sp dan ekstrak tanaman Ulva reticulata yang bersifat 

antibakteri?

.



D. Manfaat Penelitian

Diharapkan dari hasil penelitian ini memberikan kontribusi 

terhadap:

1. Pemanfaatan isolat  fungi endofit dari alga laut sebagai penghasil 

senyawa antifungi.

2. Optimalisasi produksi suatu senyawa yang diperoleh dari biota laut.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

A. Alga Hijau Ulva reticulata Forsskal

1. Uraian Umum

Klasifikasi Alga Hijau Ulva reticulata

Regnum : Plantae

Divisio : Chlorophyta

Classis : Chlorophyceae

Ordo : Ulvales

Familia : Ulvaceae

Genus : Ulva

Species : Ulva reticulata Forsskal

Tallus Ulva reticulata memiliki diameter 5 mm dan berombak pada 

bagian atas. Panjang tallus Ulva reticulata seharusnya 8 – 12 cm tetapi 

karena bentuk tallus berombak dan membentuk helaian maka terlihat lebih 

pendek. Bagian bawah (yaitu tangkai) tallusnya sedikit berongga. Lebar 

tallus lebih besar di bagian tengah daripada di pangkal. Ulva reticulata 

biasanya ditemukan di perairan laut tetapi terkadang ditemukan juga di 

perairan payau.



        Alga merupakan salah satu organisme laut yang berperan dalam 

siklus rantai makanan sebagai produsen primer. Secara umum definisi 

alga atau rumput laut adalah kelompok tanaman tingkat rendah bersifat 

fototrof yang tidak mempunyai akar, daun dan batang sebenarnya, namun 

memiliki tallus yang berfungsi sebagai alat vegetatif (Thallophyta). Bentuk 

tallus alga ada bermacam-macam, ada yang bulat seperti tabung, pipih, 

gepeng bulat seperti kantong, rambut dan sebagainya. Tallus ini ada yang 

tersusun oleh hanya satu sel (unicelluler) dan ada yang terdiri dari banyak 

sel (multicelluler). Ada beberapa jenis percabangan pada tallus yaitu tallus 

dichotomus (dua-dua terus menerus), pinate (dua-dua berlawanan 

sepanjang tallus utama), pectinate (berderet searah pada satu sisi tallus 

utama) dan yang tidak bercabang. Sifat substansi tallus beraneka ragam 

yaitu lunak seperti gelatin (gelatinous), keras karena mengandung zat 

kapur (calcareous), lunak bagaikan tulang rawan (cartilagenous), 

berserabut (spongeous) dan sebagainya (Van den Hoek et al, 1995).

        Para ahli mengklasifikasikan alga berdasarkan pigmentasinya, 

menjadi empat kelas, yaitu alga hijau (Chlorophyta), alga coklat 

(Phaeophyta), alga biru-hijau (Cyanophyta), dan alga merah 

(Rhodophyta). Selain mengandung klorofil, alga juga mengandung zat 

warna lainnya sesuai dengan namanya, sehingga bersifat autotrof 

(Pratiwi, 2008).



Kandungan Kimia

        Secara kimia alga mengandung air, karbohidrat, protein, lemak, serat 

dan abu yang sebagian merupakan senyawa garam natrium dan kalium. 

Selain kandungan tersebut di atas, alga juga mengandung enzim, asam 

nukleat, asam amino, vitamin (A,B,C,D,E, dan K) dan makro-mineral 

seperti nitrogen, oksigen, dan kalsium; serta mikro-mineral seperti zat 

besi, iodin, selenium, mangan, kobal, magnesium dan natrium. 

Kandungan asam amino, vitamin dan mineral pada alga mencapai 10 – 20 

kali dibandingkan pada tanaman darat. Beberapa senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam alga hijau Ulva reticulata diantaranya 

terpenoid, asam amino, phlorotannin, n-tetratriacontane, 1-heptade-

canamine, docosane, dan sebagainya (Sukatar, 2006).

2. Alga Sebagai Penghasil Senyawa Antimikroba

        Menurut Reskika (2011) alga hijau Enteromorpha linza memiliki 

aktivitas antimikroba terhadap Vibrio alginoliticus, dan alga coklat 

Dictyopteris acrostichoides memiliki aktivitas terhadap Vibrio alginoliticus 

dan Vibrio harveyi. Demikian pula dengan penelitian yang dilakukan oleh 

Vallinayagam et al (2009) yang menemukan aktivitas dari alga Gracilaria 

edulis terhadap Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeroginosa. 

Taskin et al (2007). juga menemukan bahwa alga merah Corallina 

officinalis memiliki aktivitas terhadap Enterococcus faecalis, Enterobacter 

aerogenes, dan Escherichia coli, sedangkan alga hijau Ulva rigida 

memiliki aktivitas terhadap Staphylococcus aureus.



B. Fungi Endofit

1. Uraian Umum

Mikroba endofit merupakan mikroba yang hidup berkoloni dalam 

jaringan tumbuhan tanpa menimbulkan gejala penyakit pada tumbuhan 

inangnya (Simanjuntak dkk, 2002; Radji, 2005). Istilah endofit 

diperkenalkan pertama kali oleh De Bary pada tahun 1866 sebagai 

mikroorganisme yang hidup dalam jaringan tanaman yang menyebabkan 

infeksi asimtomatis tetapi tidak berupa simtom penyakit (Wang et al, 

2008).

Hampir semua jaringan tanaman mengandung mikroba endofit 

(Faeth, 2002), termasuk ganggang laut dan lumut (Tan and Zou, 2001). 

Hasil berbagai penelitian menunjukkan bahwa sebagian besar mikroba 

endofit yang ditemukan adalah fungi (Strobel et al, 2004). Identifikasi fungi 

endofit yang banyak dilakukan adalah dengan mengamati morfologi dari 

miselia dan konidianya (Wang et al, 2008).

Hubungan antara fungi endofit dan tumbuhan inang dapat terjadi 

melalui infeksi yang tidak menimbulkan gejala penyakit sampai hubungan 

simbiosis mutualisme. Mikroba endofit dalam jaringan tanaman 

memperoleh nutrisi dan perlindungan dari inang, sebaliknya mikroba 

endofit membantu kehidupan inang dengan cara memproduksi metabolit 

yang dibutuhkan inang tersebut. Fungi endofit adalah fungi yang terdapat 

di dalam sistem jaringan tumbuhan seperti daun, batang, ranting ataupun 

akar tumbuhan. Fungi ini menginfeksi tumbuhan sehat pada jaringan 



tertentu dan mampu menghasilkan mikotoksin, enzim, dan antibiotik. 

(Worang, 2003) 

Fungi endofit merupakan kelompok mikroorganisme yang menarik 

perhatian dikarenakan adanya hubungan yang terjadi antara 

mikroorganisme tersebut dengan berbagai jaringan tanaman. Fungi ini 

hidup bersimbiosis saling menguntungkan, dalam  hal ini mikroorganisme 

mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman dan memproteksi 

tanaman melawan herbivora, serangga, atau jaringan yang pathogen 

sedangkan tanaman mendapatkan derivat nutrisi dan senyawa aktif yang 

diperlukan selama hidupnya (Tanaka et al, 1999)

Keberadaan fungi endofit memberikan kontribusi terhadap tanaman 

inangnya, fungi endofit ini menghasilkan suatu senyawa yang potensial 

digunakan dalam pengobatan modern, pertanian, dan industri seperti 

penghasil antibiotika, antivirus, antikanker, antioksidan, insektisida 

(Strobel and Daisy, 2003). Endofit menarik perhatian sebagai biokatalis 

dalam transformasi produk alam dan obat-obatan, karena mempunyai 

kemampuan untuk memodifikasi struktur kimia dengan derajat 

stereospesifik yang tinggi dan untuk menghasilkan enzim baru maupun 

enzim yang sudah diketahui yang memfasilitasi produksi senyawa-

senyawa yang diinginkan. 

Asosiasi fungi endofit dengan tumbuhan inangnya digolongkan

dalam 2 kelompok (Worang, 2003):



a. Mutualisme konstitutif yaitu asosiasi yang erat antara fungi dengan 

tumbuhan terutama rumput-rumputan. Pada kelompok ini fungi endofit 

menginfeksi ovula (benih) inang, dan penyebarannya melalui benih 

serta organ penyerbukan inang.

b. Mutualisme induktif adalah asosiasi antara fungi dengan tumbuhan 

inang, yang penyebarannya terjadi secara bebas melalui air dan udara. 

Jenis ini hanya menginfeksi bagian vegetative inang dan seringkali 

berada dalam keadaan metabolism inaktif pada periode yang cukup 

lama.

Fungi endofit memiliki arti ekonomis penting di masa depan karena 

menyimpan potensi tak terbatas yang saat ini belum banyak diaplikasikan 

dalam bidang industri farmasi sebagai sumber bahan baku obat dan  

senyawa biologis berkhasiat lainnya. Arti penting ditemukannya 

mikroorganisme yang mampu memproduksi senyawa berkhasiat ini dapat 

mengubah paradigma dalam hal pencarian bahan baku farmasi yang 

efektif dari bahan alam. Mengingat kebutuhan bahan baku obat yang  

semakin meningkat baik jumlah maupun macamnya maka potensi sumber 

daya alam Indonesia khususnya mikroorganisme dalam hal ini endofit 

perlu digali dan dikembangkan. (Sugijanto dkk, 2004) 



2. Metabolit yang Dihasilkan oleh Fungi Endofit

a. Antimikroba/Antibiotika

Dari beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi endofit 

dapat menghasilkan senyawa antimikroba golongan alkaloid, peptide, 

steroid, fenol, flavonoid, terpenoid (Pimentel et al, 2011).

Cryptocandin adalah antifungi yang dihasilkan oleh mikroba 

endofit Cryptosporiopsis quercina yang berhasil diisolasi dari tanaman 

obat Tripterigenium wilfordii, dan berkhasiat sebagai antijamur 

terhadap Candida albicans dan Trichopyton sp. (Strobel, 2002).

b. Antikanker 

Taxol/Paclitaxel (Diterpenoid) dan derivatnya merupakan zat 

yang berefek sebagai antikanker yang pertama kali ditemukan yang di 

produksi oleh mikroba endofit Pestalotiopsis microspora, yang diisolasi 

dari tanaman Taxus andreanae, T. brevifolia, dan T. wallichiana

(Strobel and Daisy, 2003; Pimentel et al, 2011).

c. Antimalaria

Colletotrichum sp, fungi endofit yang diisolasi dari tanaman 

Artemisia annua, menghasilkan metabolit artermisinin sebagai 

antimalaria (Lu et al, 2000; Purwanto, 2011)

d. Antioksidan

Pestacin dan isopestacin merupakan metabolit sekunder yang 

dihasilkan oleh endofit Pestalotiopsis microspora. Endofit ini berhasil 

diisolasi dari tanaman Terminalia morobensis. (Strobel, 2002). 



Senyawa flavonoid juga dihasilkan dari fungi endofit yang diisolasi dari 

Ginkgo biloba L. (Min et al, 2010).

e. Enzim 

Enzim asparaginase yang berefek antitumor juga berhasil 

diproduksi dari fungi endofit beberapa tanaman obat di Thailand 

(Theantana et al, 2007). Enzim polifenol oksidase yang berhasil di 

produksi dari fungi endofit dari kulit buah kakao (Sartini, 2011). 

3. Teknik Isolasi Fungi Endofit

        Skrining atau penapisan mikroorganisme dapat diartikan sebagai 

prosedur yang sangat selektif untuk mendeteksi dan mengisolasi hanya 

mikroorganisme tertentu yang menguntungkan dari suatu populasi 

mikroorganisme. Oleh karena itu, agar skrining lebih efektif maka perlu 

melewati tahapan-tahapan tertentu untuk dapat mengesampingkan 

mikroorganisme yang kurang bermanfaat.

        Teknik isolasi dan inokulasi kultur murni fungi merupakan prosedur 

penting yang menjadi dasar dalam mengembangkan studi tentang 

struktur, perkembang biakan, efek patogenitas, serta aktivitas fisiologis 

dari fungi. Berbagai macam prosedur telah dikembangkan guna 

mengisolasi kultur murni fungi. Dasar pemilihan metode ini tergantung 

pada beberapa faktor antara lain: jenis fungi, tahapan pertumbuhan, tipe 

kultur yang diinginkan, dan utamanya adalah pada tingkat kemampuan 

individu, keterampilan dan ketelitiannya (Wolf, 1969). 



Ada beberapa metode isolasi yang dapat diterapkan dalam 

mengisolasi fungi (fungi epifit maupun fungi endofit). Untuk isolasi fungi 

endofit umumnya menggunakan sterilisasi permukaan untuk 

meminimalisir ataupun menghilangkan kontaminan pada permukaan 

sampel. Sterilisasi permukaan dapat dilakukan dengan merendam sampel 

pada etanol 70% selama beberapa detik ataupun dengan natrium 

hipoklorit 0,5 – 3,5% selama 1 – 2 menit, kemudian dibilas dengan air 

steril sebelum menempatkannya pada media isolasi fungi (Bacon, 2006).

        Umumnya bakteri dapat memanfaatkan substrat yang sama dengan 

fungi. Oleh karena itu, ke dalam media isolasi perlu dilakukan beberapa 

tindakan pencegahan yaitu dengan mengatur pH medium pada kisaran 

3,5 hingga 5,5, dengan cara penambahan asam tartrat 0,5%, ataupun 

asam laktat 0,1% setelah medium disterilkan, dengan menambahkan 

antibiotik seperti streptomisin, neomisin, kanaisin, tetrasiklin, 

kloramfenikol, dan penisilin. Selain itu, kontaminasi bakteri dapat pula 

dicegah dengan menambahkan kristal violet 10mg/L atau kalium telurit 

100mg/L (Labela, 1990).  

        Untuk mendapatkan isolat murni mikroba dari suatu bahan yang 

mengandung campuran beberapa mikroba dapat dilakukan dengan 

beberapa cara yaitu : (Fardiaz, 1988)

a. Isolasi pada agar cawan

        Kebanyakan bakteri, kapang dan khamir dapat membentuk koloni 

pada medium padat, sehingga mudah diisolasi dengan cara menyebarkan 



sel-sel tersebut pada agar cawan sedemikian rupa sehingga tumbuh 

koloni-koloni yang terpisah. Konsentrasi agar yang digunakan 1-2%, tetapi 

terkadang digunakan agar yang lebih lunak untuk mengisolasi beberapa 

mikroba tertentu. Prosedur isolasinya dapat menggunakan metode gores 

yaitu dengan menggoreskan sampel di permukaan medium agar atau 

metode tuang yaitu dengan cara mengencerkan kultur yang kemudian 

dituang ke dalam cawan dan kemudian menambahkan medium agar.

b. Isolasi dalam medium cair

        Beberapa bakteri terutama yang ukuran selnya besar dan 

kebanyakan protozoa dan alga tidak dapat tumbuh pada agar cawan, 

tetapi hanya dapat tumbuh pada kultur cair. Cara yang termudah untuk 

mengisolasi mikroba dalam medium cair adalah dengan metode 

pengenceran. Dalam metode ini, inokulum diencerkan di dalam medium 

steril dalam beberapa pengenceran. Sejumlah tabung yang berisi medium 

kemudian diinokulasikan dengan dispersi inokulum dari masing-masing 

pengenceran tersebut.  

c. Isolasi sel tunggal

        Untuk mengisolasi sel mikroba yang ukurannya besar dan tidak 

dapat diisolasi dengan metode agar cawan dan pengenceran, ada suatu 

cara isolasi yang disebut dengan isolasi sel tunggal. Sel mikroba yang 

dapat dilihat dengan perbesaran 100 kali atau kurang, setiap selnya dapat 

dipisahkan dan diambil dengan menggunakan pipet kapiler yang sangat 



halus, kemudian dicuci beberapa kali di dalam medium steril untuk 

menghilangkan mikroba kontaminan yang ukurannya lebih kecil.

C. Fermentasi

        Fermentasi adalah proses yang dilakukan oleh mikroorganisme baik 

melalui proses aerobik ataupun anaerobik yang menyebabkan terjadinya 

perubahan kimia spesifik dari suatu substrat organik dan menghasilkan 

produk yang bernilai ekonomis (Pelczar and Chan, 1988).

        Dalam proses fermentasi mikroorganisme, pemilihan medium sangat 

penting terhadap keberhasilan proses fermentasi karena medium 

menyediakan nutrisi untuk pertumbuhan, energi, zat pembangun sel, dan 

substrat biosintesis selama fermentasi. Medium yang digunakan untuk 

menumbuhkan fungi mengandung sumber karbon (umumnya glukosa), 

sumber nitrogen (umumnya ammonia atau nitrat terkadang asam amino), 

fosfat, sulfat, magnesium, potassium, dan unsur mikro seperti besi, 

mangan, zink, tembaga. Dan sebagai tambahan, terkadang juga 

ditambahkan bahan alam pada médium seperti air rendaman jagung, 

ekstrak khamir, jus buah-buahan, dan protein terhidrolisa (Pelczar and 

Chan, 1988).

Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam proses fermentasi 

adalah: a) Kecepatan aerasi sering tidak sesuai dengan jumlah oksigen 

yang dibutuhkan dan oksigen yang terlarut dalam media. Hal ini dapat 

diatasi dengan penggunaan detektor untuk mengontrol oksigen yang 

terlarut; b) Jumlah sumber karbon dan nutrisi lain harus sesuai baik dalam 



jumlah dan komposisi dengan mikroba dan produk yang diinginkan; c) 

Toksin yang terakumulasi dan dapat menghambat pertumbuhan; d) 

Perubahan pH selama proses fermentasi. Hal ini dapat diatasi dengan 

melakukan titrasi pH selama fermentasi berlangsung; e) Busa yang 

mungkin timbul. Busa dapat disebabkan oleh : kandungan garam, pH, 

suhu, komposisi media, aliran udara, agitasi, dan penambahan antibusa 

yang berlebihan. Anti busa yang ditambahkan dalam media fermentasi 

dapat mengurangi jumlah oksigen yang terlarut media. (Purwanto, 2010)

        Ada beberapa metode yang dapat digunakan dalam proses 

fermentasi mikroorganisme antara lain (Purwanto, 2010) : 

a. Fermentasi permukaan (surface fermentation)

        Metode ini dilakukan dengan cara menginokulasikan spora atau 

miselium fungi ke dalam médium. Miselium akan tumbuh diseluruh 

permukaan medium cair dan membentuk suatu koloni bervariasi. Metode 

ini merupakan metode yang paling mudah dan murah, tetapi memiliki 

beberapa kerugian yaitu pertumbuhan fungi yang tidak homogen (koloni 

terdiri dari beberapa miselium yang pertumbuhan dan lingkungan 

tumbuhnya berbeda. Miselium yang berada diatas permukaan koloni 

bersifat lebih aerobik dibandingkan yang berada dibawah permukaan 

koloni.

b. Fermentasi terendam (submerged fermentation)

        Pada metode ini spora atau miselium diinokulasikan ke dalam 

medium kemudian dikocok sehingga pertumbuhan akan tampak pada 



seluruh medium. Kelebihan metode ini dibandingkan dengan metode 

kultur permukaan yaitu pemanfaatan medium oleh mikroorganisme lebih 

efisien, mempercepat pertumbuhan dan pertumbuhannya lebih homogen.

c. Fermentasi dengan pengocokan dan pengaliran udara (stirred aerate 

fermentation)

        Metode ini merupakan pengembangan dari metode kultur dengan 

pengocokan, metode ini menggunakan pengaduk medium dan memiliki 

jalur udara atau oksigen. Keuntungan dari metode ini adalah efisiensi 

pengocokan dan aerasi produksi dapat meningkat pesat. Metode ini 

merupakan metode yang paling efisien untuk memproduksi metabolit fungi 

dalam skala besar.

d. Fermentasi berkelanjutan (continous fermentation)

        Metode ini menggunakan fermentor yang berfungsi untuk mengganti 

medium fermentasi yang lama dengan medium fermentasi yang baru 

secara berkala yang dapat menyebabkan proses fermentasi akan terus 

berlangsung. Metode ini akan sangat bermanfaat karena dengan menjaga 

ketersediaan medium baru kita dapat menjaga proses fermentasi hingga 

tahapan yang diinginkan.

Pertumbuhan mikrobia di dalam media terjadi melalui 4 tahap, yaitu : 

a) Fase Lag, merupakan fase adaptasi, fase penyesuaian mikroba pada 

lingkungan baru. Ciri fase lag adalah tidak adanya peningkatan jumlah sel, 

tetapi hanya terjadi peningkatan ukuran sel. Lama fase lag tergantung 

pada kondisi dan jumlah awal mikrobia dan media pertumbuhan; b) Fase 



Log/eksponensial, mikroba tumbuh  dan membelah dengan kecepatan 

maksimum, tergantung pada genetika mikrobia, sifat media, dan kondisi 

pertumbuhan; c) Fase stasioner, pertumbuhan mikroba terhenti dan terjadi 

keseimbangan antara jumlah sel yang membelah dan sel yang mati. Pada 

fase ini terjadi akumulasi buangan yang toksik; d) Fase kematian, jumlah 

sel yang mati meningkat. Faktor penyebabnya adalah ketidak-tersediaan

nutrisi dan akumulasi produk toksik.

Media fermentasi

Secara umum, harus tersedia semua nutrien yang dibutuhkan oleh 

mikroba untuk memperoleh energi, pertumbuhan, bahan pembentuk sel 

dan biosintesis produk-produk. Dalam pemeriksaan laboratorium 

mikrobiologi penggunaan media sangat penting untuk isolasi, identifikasi 

maupun diferensiasi. Media merupakan kumpulan zat makanan (nutrisi) 

yang digunakan untuk pertumbuhan mikroba dengan syarat-syarat 

tertentu.

Berdasarkan komposisinya, media dibedakan menjadi 3, yaitu : a) 

Media sintetik. Media ini komposisinya tertentu dan diketahui, serta 

berasal dari bahan bahan kimia; b) Media semi sintetik. Media ini sama 

dengan media sintetik, hanya ditambah dengan bahan-bahan tertentu 

yang jumlahnya diketahui tetapi komposisinya tidak pasti, seperti ekstrak 

yeast, bacto pepton; c) Media kompleks. Media ini tidak mempunyai 

komposisi yang tetap dan sama dari batch ke batch. Contoh media 



golongan ini adalah corn steep liquor, soya bean meals, molase, dan 

hidrolisat amilum (McNeil and Harvey, 2008).

Menurut konsistensinya, media dibedakan menjadi 3 macam, yaitu: 

a) Media cair, contohnya media gula, media kaldu, media pepton, dan

kaldu darah; b) Media semi padat, contohnya antara lain SSS (Semi Solid

Sucrose), Corry & Blair medium, dan Fletcher’s medium; c) Media padat, 

pada media padat digunakan suatu bahan pembeku (solidifying agent) 

supaya media dapat memadat, contohnya adalah agar (Pratiwi, 2008).

Melalui media fermentasi ini, dapat dilakukan optimalisasi produksi 

untuk memperoleh komposisi media produksi yang cocok dalam 

menghasilkan suatu senyawa yang bersifat antimikroba. Salah satu 

caranya adalah dengan melakukan variasi media fermentasi, baik dari 

sumber C, sumber N, mineral, vitamin, dan induser.

Dalam proses fermentasi mikroorganisme, pemilihan medium 

sangat penting terhadap keberhasilan proses fermentasi karena medium 

menyediakan nutrisi untuk pertumbuhan, energi, zat pembangun sel, dan 

substrat biosintesis selama fermentasi. Medium yang digunakan untuk 

menumbuhkan fungi mengandung sumber karbon (umumnya glukosa), 

sumber nitrogen (umumnya ammonia, nitrat, asam amino), fosfat, sulfat, 

magnesium, potassium, dan unsur mikro seperti besi, mangan, zink, 

tembaga. Dan sebagai tambahan, terkadang juga ditambahkan bahan

alam pada médium seperti air rendaman jagung, ekstrak khamir, jus buah-

buahan, dan protein terhidrolisa (Fardiaz, 1988; Pelczar and Chan, 1988). 



Penelitian yang dilakukan Acikel et al (2011) menyatakan bahwa 

kondisi optimum untuk produksi lipase oleh R. delemar belum dijelaskan 

secara rinci dan dilakukan penelitian yang dalam kaitannya dengan

komposisi medium pertumbuhan, termasuk pemilihan inducer atau 

surfaktan optimum, dan kondisi fermentasi, seperti kuantitas inducer dan 

surfaktan, dan pengadukan serta tingkat aerasi.

Nitrogen merupakan bioelement penting yang dibutuhkan oleh 

banyak mikroorganisme selama fermentasi untuk sintesis protein. 

Demikian pula , sumber karbohidrat yang dibutuhkan sebagai sumber 

energi untuk respirasi untuk melepaskan energy yang dibutuhkan untuk 

pertumbuhan. Pengurangan pasokan karbohidrat akan menurunkan 

pertumbuhan jamur. (Ul-haq et al, 2008).

Penambahan zat induser juga telah banyak digunakan untuk 

menstimulasi pertumbuhan mikroba endofit dalam memproduksi senyawa 

bioaktif sebagai hasil metabolisme sekunder (Gumbira, 1987). Zat induser 

adalah suatu zat yang memiliki komponen nutrisi yang serupa dengan 

tanaman inangnya dan merupakan senyawa yg bersifat menginduksi 

sistem biosintesis produk enzim. Penelitian Simanjuntak dkk (2002) 

menunjukkan bahwa dengan penambahan serbuk kayu tanaman 

Cinchona succirubra sebagai induser terhadap produksi senyawa kuinina 

oleh mikroba endofit memberikan pengaruh yang sangat baik dengan 

peningkatan produksi 2,2 kali lipat.



D. Penicillium

Gambar 1. Penicillium sp

Klasifikasi:

Kingdom : Fungi

Kelas : Deuteromycetes

Bangsa : Eurotiales 

Suku : Trichocomaceae

Genus : Penicillium

Penicillium merupakan genus dari ascomycetes yang berperan 

penting dalam lingkungan hidup dan produksi makanan dan obat-obatan. 

Kelompok dari genus ini menghasilkan penisilin, sebuah molekul yang 

digunakan sebagai antibiotik, yang membunuh atau menghentikan 

pertumbuhan beberapa jenis bakteri di dalam tubuh.

Koloni yang cepat tumbuh, berwarna hijau kadang putih. Secara 

mikroskopis konidia bersel tunggal (ameroconidia). Untuk identifikasi, 

isolat diinokulasi dalam media PDA dan di inkubasi pada suhu 25˚C. 

sebagian besar menghasilkan spora dalam waktu 7 hari. Pertumbuhan 



Penicillium masih dapat terjadi di dalam ruangan bahkan jika kelembaban 

relatif rendah, asalkan ada kelembaban yang cukup tersedia pada 

permukaan yang diberikan.

E. Antibakteri

1. Uraian Umum

Bakteri merupakan mikroorganisme yang  bersifat uniseluler yang 

termasuk kelas schizomycetes. Sifat-sifat bakteri yang dapat dicatat 

antara lain : ada yang hidup bebas, parasit, saprofit atau sebagai patogen 

pada manusia, hewan dan tumbuh-tumbuhan, beberapa diantaranya 

bersifat fotosintetik.

a. Bakteriostatik

Zat atau bahan yang dapat menghambat atau menghentikan

pertumbuhan mikroorganisme (bakteri). Dalam keadaan seperti ini jumlah 

mikroorganisme menjadi stasioner, tidak dapat lagi bermultiplikasi dan 

berkembang biak. Contoh sulfonamida, tetrasiklin, kloramfenikol,  dan 

eritromisin.

b. Bakteriosida

Zat atau bahan yang dapat membunuh mikroorganisme (bakteri). 

Dalam hal ini jumlah mikroorganisme (bakteri) akan berkurang atau 

bahkan habis, tidak dapat lagi melakukan multiplikasi atau berkembang 

biak. Contoh penisilin, sefalosporin, dan neomisin (Djide, M. N.dan Sartini, 

2008).



2. Uraian Bakteri

a. Staphylococcus aureus

Klasifikasi

Domain :   Bacteria 

Phylum :   Firmicutes

Class :   Bacilli

Ordo :   Bacillales

Familia :   Staphylococcaceae

Genus :   Staphylococcus

Spesies :   Staphylococcus aureus

(Garrity, et al.,2004)

Sifat dan morfologi. Staphylococcus aureus adalah bakteri Gram 

positif. Sel-sel berbentuk bola, berdiameter 0,5 – 1,5 µm, terdapat 

dalam tunggal dan berpasangan dan secara khas membelah diri 

pada lebih dari satu bidang sehingga membentuk gerombolan yang 

tak teratur. Non motil. Tidak diketahui adanya stadium istirahat. 

Dinding sel mengandung dua komponen utama yaitu peptidoglikan 

dan asam teikoat yang berkaitan dengannya. Kemoorganotrof. 

Metabolisme dengan respirasi dan fermentatif. Anaerob fakultatif, 

tumbuh lebih cepat dan lebih banyak dalam keadaan aerobik. Suhu 

optimum 35˚C – 40˚C. Terutama berasosiasi dengan kulit, dan 

selaput lendir hewan berdarah panas. Kisaran inangnya luas, dan 

banyak galur merupakan patogen potensial (Pelczar et al, 2008).



b. Escherichia coli

Klasifikasi

Domain :   Bacteria 

Phylum :   Proteobacteria

Class :   Gammaproteobacteria

Ordo :   Enterobacteriales

Familia :   Enterobacteriaceae

Genus :   Escherichia

Spesies :   Escherichia coli

(Garrity, etal., 2004)

Sifat dan Morfologi (Brooks, et al. 2001, Pelczar and Chan, 1998)

Berbentuk batang lurus, berukuran 1,1-1,5 x 2,0-6,0 µm, 

terdapat dalam bentuk berpasangan atau tunggal, sel-selnya 

peritrik (flagella secara merata tersebar di seluruh permukaan sel) 

atau non motil, gram negatif, fakultatif anaerobik dan 

kemoorganotropik. Memiliki metabolisme tipe fermentatif dan 

respirasi. Suhu optimum 37ºC. Mengandung enterotoksin dan 

faktor-faktor virulen lainnya termasuk faktor-faktor perpindahan dan 

faktor kolonisasi. 

Escherichia coli merupakan flora normal dalam saluran 

pencernaan manusia dan hewan. Escherichia coli dapat 

menyebabkan diare dan juga penyebab utama infeksi saluran 

kencing dan nosokomial termasuk septemia dan meningitis.
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F. Hipotesis

1. Lama  fermentasi berpengaruh pada produksi senyawa antibakteri 

dari fungi  endofit Penicillium sp.

2. Produksi senyawa antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp dapat 

dioptimalisasikan melalui variasi konsentrasi NaCl, ekstrak yeast, dan 

infus Ulva reticulata.

3. Ada kemiripan komponen kimia yang terdapat dalam fungi endofit 

Penicillium sp dengan ekstrak tanaman Ulva reticulata, yang bersifat 

antibakteri.
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BAB III

METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian dimulai Maret 2013 sampai selesai, penelitian ini 

dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Farmasi, Laboratorium 

Fitokimia Fakultas Farmasi UNHAS, dan Laboratorium Biofarmaka PKP

UNHAS.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah inkubator (Memmert), Enkas, LAF 

(Laminar Air Flow), autoklaf (All American), oven (WTB Binder E115), 

shaker (Gemmy orbit model VRN-480), sonikator (Soniclean), cawan petri, 

sentrifugator (model DKC-1006T), Erlenmeyer, gelas ukur (Pyrex), jangka 

sorong (Tricle Brand), jarum ose bulat, lampu spiritus, lemari pendingin 

(Pannasonic), mikropipet, pinset, tabung sentrifuse, tabung reaksi, 

timbangan analitik (Chyo), tip.

Bahan-bahan yang digunakan adalah isolat Penicillum sp, 

akuadest, etanol 70 %, kapas, kasa steril, paperdisc (Oxoid), NaCl, 

medium MHA (Muller Hilton Agar), medium PDY (Potato Dextrose Broth + 

Extract Yeast), medium PDB (Potato Dextrosa Broth), medium NA 

(Nutrient Agar), dan medium Agar.



C. Prosedur Kerja

1. Pengambilan Sampel

Sampel yang digunakan, Penicillium sp merupakan isolat fungi 

endofit terpilih dari tanaman Ulva reticulata yang telah diisolasi oleh 

Suryadi (2011).

2. Produksi metabolit sekunder dari fungi endofit Penicillium sp

Isolat fungi endofit  terpilih yaitu Penicillium sp yang 

memperlihatkan aktivitas yang baik terhadap mikroba uji, dilanjutkan pada 

tahap produksinya.

Tahap-tahapnya sebagai berikut:

a. Peremajaan Fungi Endofit

Isolat fungi Penicillium sp  sebanyak 1 ose digoreskan diatas 

permukaan medium PDA miring yang telah memadat dan diinkubasi 

pada suhu kamar (27˚C) selama 3-5 hari. Setelah 5 hari, dilakukan 

pengamatan dengan terbentuknya koloni warna hijau tua. 

b. Pembuatan Kultur Starter

Isolat fungi yang terbentuk dari medium PDA  miring disuspensikan 

dengan NaCl 0,9% sebanyak 10 ml, kemudian sebanyak 5 ml 

dimasukkan ke dalam 50 ml medium starter (medium PDY 0,1%, 

Potato Dextrosa Broth dan Ekstrak Yeast 0,1% (lihat lampiran 5)), 

kemudian di inkubasi pada suhu kamar (27˚C) selama 3 hari. Setelah 3 

hari, akan terbentuk lapisan putih diatas permukaan medium starter. 



c. Penentuan Lama Fermentasi Terhadap Produksi Penicillum sp

Kultur starter sebanyak 10% v/v diinokulasi ke dalam media produksi 

(media PDY 0,5%, Potato Dextrosa Broth dan Ekstrak Yeast 0,5%

(lihat lampiran 5)), lalu di inkubasi pada suhu kamar (27˚C) dengan 

variasi lama fermentasi 3, 5, 7, 9, dan 11 hari. Untuk menentukan lama 

fermentasi yang optimal dilihat dari diameter zona hambat yang 

diberikan pada  pengujian aktivitas antibakteri. 

Secara skematis, prosedur produksi metabolit sekunder dari fungi 

endofit Penicillium sp dapat dilihat pada lampiran 1.

d. Pengujian Aktivitas Antibakteri

- Sebelum dilakukan uji aktivitas antibakteri, hasil fermentasi dari 

Penicillium sp terlebih dahulu di sonikasi selama 5 menit untuk 

memecahkan massa miselium fungi dan dilanjutkan dengan 

sentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. 

Supernatan yang diperoleh  kemudian dipekatkan dengan freeze 

dryer. Supernatan kering sebanyak 0, 05 g disuspensikan dengan 1 

ml aquadest steril kemudian diuji aktivitas antibakterinya.

- Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi agar 

terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli.

Sebanyak 20 µL suspensi supernatan hasil fermentasi diteteskan 

pada paper disc kemudian dikeringanginkan hingga kering 

kemudian diletakkan di atas permukaan medium padat MHA  10 ml 

yang telah diinokulasi bakteri uji 0,2 ml. Inkubasi selama 24 jam 



pada suhu kamar 27˚C. Zona bening yang terbentuk di sekitar 

paper disc di amati dan diukur diameter zona hambatnya.

     Secara skematis, pengujian aktivitas antibakteri terhadap hasil 

fermentasi Penicillium sp dapat dilihat pada lampiran 3.

3. Optimalisasi Media Produksi dari Hasil Fermentasi Fungi  Endofit 

Penicillium sp

a. Pembuatan Media Produksi dengan Variasi Konsentrasi NaCl

Kultur starter sebanyak 10% v/v diinokulasi ke dalam media 

produksi (medium PDY 0,5%, Potato Dextrosa Broth dan Ekstrak 

Yeast 0,5%), dengan penambahan NaCl konsentrasi 0 %, 0,5%, 

1%, dan 2% lalu di inkubasi pada suhu kamar selama 9 hari. Hasil 

fermentasi kemudian di sonikasi selama 5 menit dan dilanjutkan 

dengan sentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. 

Supernatan yang diperoleh  kemudian dipekatkan dengan freeze 

dryer. Supernatan kering sebanyak 0, 05 g disuspensikan dengan 1 

ml aquadest steril kemudian diuji aktivitas antibakterinya untuk 

melihat konsentrasi NaCl yang memberikan daya hambat terbesar.

b. Pembuatan Media Produksi dengan Variasi Konsentrasi 

Ekstrak Yeast

Kultur starter sebanyak 10% v/v diinokulasi ke dalam media 

produksi (media PDY 0,5%, Potato Dextrosa Broth dan Ekstrak 

Yeast 0,5% serta konsentrasi NaCl yang optimal), dengan 

penambahan ekstrak yeast dengan konsentrasi 0 %, 0,5%, 1%, 



dan 2% lalu di inkubasi pada suhu kamar selama 9 hari. Hasil 

fermentasi kemudian di sonikasi selama 5 menit dan dilanjutkan 

dengan sentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. 

Supernatan yang diperoleh  kemudian dipekatkan dengan freeze 

dryer. Supernatan kering sebanyak 0, 05 g disuspensikan dengan 1 

ml aquadest steril kemudian diuji aktivitas antibakterinya untuk 

melihat konsentrasi ekstrak yeast yang memberikan daya hambat 

terbesar.

c. Pembuatan Media Produksi dengan Variasi Konsentrasi 

Induser (Infus tanaman Ulva reticulata) 

Kultur starter sebanyak 10% v/v diinokulasi ke dalam media 

produksi (media PDY, Potato Dextrosa Broth dan konsentrasi 

Ekstrak Yeast  dan NaCl yang optimal),  dengan penambahan 

induser konsentrasi 0 %, 0,5%, 1%, dan 2% (pembuatan infus Ulva 

reticulata 1% v/v dapat dilihat pada lampiran 5) lalu di inkubasi 

pada suhu kamar selama 9 hari. Hasil fermentasi kemudian di 

sonikasi selama 5 menit dan dilanjutkan dengan sentrifugasi 

selama 15 menit dengan kecepatan 3000 rpm. Supernatan yang 

diperoleh  kemudian dipekatkan dengan freeze dryer. Supernatan 

kering sebanyak 0, 05 g disuspensikan dengan 1 ml aquadest steril 

kemudian diuji aktivitas antibakterinya untuk melihat konsentrasi 

infus  tanaman U. reticulata yang memberikan daya hambat 

terbesar.



Secara skematis, pengujian aktivitas antibakteri terhadap hasil 

fermentasi Penicillium sp dapat dilihat pada lampiran 2.

d. Karakterisasi Komponen Kimia

Karakterisasi komponen kimia dilakukan berdasarkan sifat 

fisikokimia dengan penampak bercak KLT pada sinar UV 254 nm dan 366 

nm, analisis HPLC, dan respon senyawa terhadap berbagai deteksi 

reagen kimia. Dimana sebagai pembanding yaitu ekstrak tanaman Ulva 

reticulata. Tahap-tahapnya sebagai berikut:

- Sebanyak 5 gram serbuk kering Ulva reticulata di maserasi 

menggunakan pelarut metanol, kemudian diuapkan. Ekstrak metanol 

yang diperoleh (100 ml) kemudian dipartisi cair-cair menggunakan 

pelarut heksan yang dilanjutkan dengan etil asetat (perbandingan 1:1). 

Masing-masing ekstrak kemudian dikeringanginkan hingga kering dan 

diperoleh masing-masing ekstrak heksan, etil asetat, dan metanol.

- Media produksi optimal sebanyak 1 liter yang telah diinokulasikan 

sebanyak 100 ml medium starter dan diinkubasi selama 9 hari, 

kemudian disonikasi selama 10 menit dilanjutkan dengan sentrifugasi 

selama 15 menit. Kemudian supernatan yang diperoleh dikeringkan 

dengan freeze dryer hingga diperoleh supernatan kering. Supernatan 

kering kemudian disuspensikan dengan sedikit air, kemudian di partisi 

cair-cair dengan pelarut heksan. Lapisan heksan yang diperoleh, 

selanjutnya dipartisi dengan etil asetat hingga diperoleh lapisan etil 



asetat. Masing-masing ekstrak (heksan dan etil asetat) diuapkan 

hingga kering, kemudian dilakukan karakterisasi komponen kimianya. 

- Masing-masing ekstrak (heksan, etil asetat, metanol) tanaman U. 

reticulata dan hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp yang 

diperoleh kemudian dilakukan karakterisasi komponen kimianya 

melalui profil KLT, dimana masing-masing ekstrak ditotolkan pada 

lempeng KLT dan dilihat kemiripan senyawanya dengan adanya noda 

yang terlihat pada UV 254 nm dan 366 nm serta nilai Rf-nya. Setelah 

itu dilanjutkan dengan analisis HPLC, untuk melihat kemiripan 

senyawa yang terbentuk berdasarkan waktu retensinya (Rt). 

- Identifikasi komponen kimia dilanjutkan dengan melihat golongan 

senyawa yang terbentuk menggunakan reagen kimia. 

Secara skematis, karakterisasi komponen kimia ekstrak tanaman U. 

reticulata dan hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp dapat dilihat 

pada lampiran 4.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

1. Optimalisasi Produksi

a. Penentuan lama fermentasi produksi senyawa antibakteri

Tujuan penentuan lama fermentasi adalah untuk 

menentukan lama fermentasi optimal yang menghasilkan metabolit

sekunder terbanyak, dengan asumsi bahwa semakin besar daya 

hambat yang diberikan semakin tinggi metabolit sekunder yang 

dihasilkan. Media fermentasi yang digunakan mengandung bahan-

bahan dasar, yaitu: NaCl 1 %, ekstrak Yeast 0,5% dalam media 

PDB, suhu fermentasi 25˚C. Hasil dapat dilihat pada gambar 3 dan 

tabel 1.

           

(a)                                                      (b)
Gambar 3. Hasil pengamatan zona hambat fungi endofit Penicillium sp           

                     terhadap pengaruh lama fermentasi 
        Keterangan: a. S. aureus ; b. E.coli
                              3,5,7,9,11 = lama fermentasi (hari)
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Tabel 1. Pengaruh lama fermentasi terhadap produksi senyawa anti-    
              bakteri dari fungi endofit Penicillium sp. terhadap bakteri uji

Diameter zona hambatan isolat fungi Penicillium sp terhadap bakteri uji
Waktu fermentasi (hari) S. aureus (mm) E. coli (mm)

3 - -
5 - 11,53
7 17,75 14,43
9 20,1 18,52

11 13,98 13,55

Grafik 1. Pengaruh lama fermentasi terhadap produksi senyawa 
               antibakteri fungi endofit Penicillium sp.

b. Pengaruh NaCl terhadap produksi senyawa antibakteri dari hasil 

fermentasi fungi endofit Penicillium sp.

Produksi senyawa antibakteri khususnya biota laut sangat 

berpengaruh terhadap kandungan garamnya, dalam hal ini adalah 

NaCl. Oleh karena itu dilakukan pengujian terhadap konsentrasi 

NaCl terhadap produksi senyawa antibakteri dari isolat fungi 

Penicillium sp. Pada penelitian  ini   digunakan   konsentrasi 0 %, 

0,5 %, 1 %, dan 2 % dalam  media PDB yang mengandung ekstrak 

yeast 0,5 %. Suhu fermentasi 25˚C (suhu kamar) selama 9 hari. 

Hasil dapat dilihat pada gambar 4 dan tabel 2.
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(a)                                                (b)

Gambar 4. Hasil pengamatan zona hambatan hasil fermentasi fungi 
                   endofit Penicillium sp terhadap pengaruh konsentrasi NaCl 
                   terhadap bakteri uji

            Keterangan: a. S. aureus ; b. E.coli
     0;0,5;1;2 = konsentrasi NaCl (% b/v)

Tabel 2. Pengaruh  konsentrasi  NaCl  terhadap produksi  senyawa  
               antibakteri dari hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp

Diameter zona hambat fungi endofit Penicillium sp terhadap bakteri uji
NaCl (% ) S. aureus E. coli

0 18,45 10,83
0,5 18,05 8,05
1 19,45 9,45
2 17,45 9,45

Grafik 2. Pengaruh  konsentrasi NaCl  terhadap  produksi  senyawa     
               antibakteri fungi endofit Penicillium sp.
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c. Pengaruh ekstrak yeast terhadap produksi senyawa antibakteri dari 

hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp.

Produksi suatu senyawa antibakteri dari fungi endofit sangat 

dipengaruhi  oleh komposisi media fermentasi, seperti sumber C 

(karbon), sumber N (nitrogen), dan mineral. Fungi untuk 

pertumbuhannya membutuhkan sumber N untuk pembentukan 

asam amino, asam nukleat dan protein, tetapi konsentrasi yang 

dibutuhkan tidak sebanyak pada bakteri (Ul-Haq, dkk. 2008). Pada 

penelitian ini digunakan sumber N dari ekstrak yeast pada 

konsentrasi 0%, 0,5%, 1%, dan 2%. Dengan media produksi yaitu 

NaCl 1% dalam media PDB. Suhu fermentasi 25˚C (suhu kamar) 

selama 9 hari. Hasil dapat dilihat pada gambar 5 dan tabel 3.

            

(a)                                                 (b)

Gambar 5. Hasil pengamatan zona hambat hasil fermentasi fungi endofit 
                  Penicillium sp pengaruh konsentrasi ekstrak yeast terhadap 
                  bakteri uji 
              Keterangan: a. S. aureus ; b. E.coli

                           0;0,5;1;2 = konsentrasi ekstrak yeast (% b/v)
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Tabel 3. Pengaruh  konsentrasi  ekstrak  yeast  terhadap  produksi  
              senyawa antibakteri dari hasil fermentasi fungi endofit 
              Penicillium sp.

Diameter zona hambat fungi endofit Penicillium sp terhadap bakteri uji
Ekstrak yeast (% ) S. aureus (mm) E. coli (mm)

0 17,45 8,05
0,5 20,05 8,00
1 20,45 8,10
2 13,10 8,00

Grafik 3. Pengaruh  konsentrasi  ekstrak  yeast  terhadap  produksi  
             senyawa antibakteri hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp

d. Pengaruh penambahan infus tanaman Ulva reticulata terhadap 

produksi senyawa antibakteri dari hasil fermentasi fungi endofit 

Penicillium sp.

Untuk menghasilkan enzim penghasil senyawa yang 

diperlukan dibutuhkan sebuah substrat, yang dalam hal ini adalah 

induser. Menurut Wang et al, induser yang ditambahkan ke dalam 

media pertumbuhan dapat berupa induser substrat, induser analog 

substrat, induser produk atau yang berupa koenzim. 

Dalam penelitian ini, induser yang digunakan adalah infus 

tanaman Ulva reticulata dengan variasi konsentrasi 0%, 0,5%, 1%, 
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dan 2% v/v. Suhu fermentasi 25˚C dengan lama fermentasi 9 hari. 

Hasil penelitian dapat dilihat pada gambar 6 dan tabel 4.

(a)                                                      (b)

(a)                                            (b)

Gambar 6. Hasil pengamatan zona hambat hasil fermentasi fungi 
                  endofit Penicillium sp terhadap pengaruh konsentrasi 
                  induser terhadap bakteri uji 

            Keterangan: a. E. coli ; b. S. aureus
   0;0,5;1;2 = konsentrasi induser (% v/v)

     
       Tabel 4. Pengaruh penambahan induser (infus tanaman U. reticulata) 
                      terhadap produksi senyawa antibakteri dari hasil fermentasi 
                      fungi endofit Penicillium sp

Diameter zona hambat fungi endofit Penicillium sp terhadap bakteri uji
Induser (% v/v) S. aureus (mm) E. coli (mm)

0 11,05 13,45
0,5 13,05 18,45
1 13,05 17,75
2 16,10 19,45

Grafik 4. Pengaruh  penambahan  induser  (infus Ulva reticulata) terhadap produksi                     
           senyawa antibakteri hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp.  
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2. Karakterisasi Komponen Kimia

a. Hasil Profil KLT

        

(a)                              (b)                           (c) 

Gambar 7. Perbandingan Hasil Profil KLT ekstrak heksan tanaman 
           dan hasil fermentasi fungi  endofit  Ulva reticulata  
           (Heksan : Etil  = 5:1)
           Keterangan:  (a) = UV 254     (b) = UV 366    (c) = H2SO4

         

(a)                                 (b)                           (c) 
Gambar 8. Perbandingan Hasil Profil KLT ekstrak etil asetat tanaman 

          dan hasil fermentasi fungi  endofit  Ulva reticulata  
           (Etil : Metanol = 1:1)

Keterangan: (a) = UV 254     (b) = UV 366    (c) = H2SO4



          

(a)                 (b)    (c)

Gambar 9. Perbandingan Hasil Profil KLT ekstrak etil asetat tanaman 
           dan hasil fermentasi fungi endofit  Ulva reticulata  
           (Heksan : Etil  = 4:1)

Keterangan: (a) = UV 254    (b) = UV 366    (c) = H2SO4

          

(a)                          (b)                           (c)

Gambar 10. Perbandingan hasil profil KLT ekstrak metanol tanaman 
             dan hasil fermentasi fungi  endofit  Ulva reticulata  
             (Etil : Metanol = 1:1)
             Keterangan:  (a) = UV 366    (b)= UV 254   (c) = H2SO4



b. Hasil Analisis HPLC

(a)

(b)

      Gambar 11. Perbandingan hasil analisis HPLC ekstrak heksan tanaman     
                       dan hasil fermentasi fungi endofit U. reticulata

            Keterangan: (a) tanaman U. reticulata
(b) fungi endofit Penicillium sp



(a)

(b)

   Gambar 12. Perbandingan hasil analisis HPLC ekstrak etil asetat tanaman    
                     dan hasil fermentasi fungi endofit U. reticulata

         Keterangan: (a) tanaman U. reticulata
                                           (b) fungi endofit Penicillium sp



(a)

(b)

   Gambar 13. Perbandingan hasil analisis HPLC ekstrak metanol tanaman    
                      dan hasil fermentasi fungi endofit Ulva reticulata

          Keterangan: (a) tanaman U. reticulata
                                          (b) fungi endofit Penicillium sp



Tabel 5. Perbandingan  Nilai  Rt  Hasil  Analisis HPLC  Ekstrak Tanaman dan
              Hasil Fermentasi Fungi Endofit Ulva reticulata 

No.
Waktu retensi

Ekstrak Heksan Ekstrak Etil asetat Ekstrak Metanol
T F T F T F

1 3.082 3.153 1.080 0.794 3.038 3.147
2 3.337 3.448 3.094 3.007 3.154 3.440
3 3.454 4.267 3.536 3.534 3.426 4.826
4 3.958 5.854 4.030 4.004 3.999 5.894
5 4.430 4.428 4.230 4.224 9.065
6 4.928 5.236 4.635 4.457
7 5.258 5.873 5.579 5.310
8 5.873 6.733 7.131 6.805
9 7.788 7.496 7.330
10 9.079 8.009
11 8.267
12 9.042

Keterangan:  T = ekstrak tanaman U. reticulata
F = hasil fermentasi Penicillium sp

                         = nilai waktu retensi (Rt) yang mendekati

c. Identifikasi Komponen Kimia

Tabel 6. Hasil   Identifikasi   Komponen   Kimia   Ekstrak   Tanaman   Ulva 
              reticulata dan Hasil Fermentasi Fungi Endofit Penicillium sp

Ekstrak
Identifikasi Komponen Kimia

Tanaman Fungi
A Rf F Rf Fl Rf K Rf T Rf A Rf F Rf Fl Rf K Rf T Rf

Heksan - - - - + 0,9 - - + 0,9 - - - - - - - - - -

Etil 
Asetat

+ 0,5 - - + 0,6 - - + 0,9 + 0,7 - - + 0,7 - - - -

Metanol - - - - - - - - - - - - - - + 0,7 - - + 0,6

Keterangan:
A = Alkaloid (+) = positif
F = Fenol (-) = negatif
Fl = Flavonoid
K = Kumarin
T = Triterpenoid



B. Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk: 1) Menentukan lama fermentasi 

optimal untuk produksi senyawa antibakteri fungi endofit Penicillium sp, (2) 

Menentukan komposisi media produksi yang optimal untuk kandungan 

senyawa antibakteri dari fungi endofit Penicillium sp, dan (3) Mencari 

kemiripan komponen kimia  yang terdapat dalam fungi endofit Penicillium

sp dan ekstrak tanaman Ulva reticulata yang bersifat antibakteri. Metode 

penelitian yang digunakan adalah submerged fermentation, dimana 

miselium dimasukkan ke dalam medium produksi diselingi dengan 

pengocokan sehingga pertumbuhannya merata pada seluruh medium 

(Hamzah dkk, 2009).

Isolat Penicillium sp diperoleh dari hasil skrining fungi endofit 

tanaman Ulva reticulata yang dilakukan oleh Suryadi (2011). Dari hasil 

penelitian sebelumnya, diperoleh 4 jenis isolat yang bersifat antimikroba, 

yaitu FSUr-1 (Aspergillus sp.), FSUr-2 (Penicillium sp.), FSUr-3 

(Cladosporium sp.), dan FSUr-4 (khamir, yeast). Isolat Penicillium sp 

menunjukkan aktivitas antimikroba yang sangat baik terhadap beberapa 

mikroba uji, yaitu terhadap bakteri (Bacillus subtillis, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Salmonella thyposa) berkisar 13-22 mm, dimana 

kisaran diameter ini memiliki aktivitas yang sangat baik. Sedangkan untuk 

fungi (Candida albicans, Mallasezia furfur) memiliki aktivitas yang sangat 

baik dengan diameter zona hambat 25 mm. 



Dari hasil pengukuran diameter zona hambat terhadap beberapa 

mikroba uji, menunjukkan bahwa aktivitas antimikroba dari isolat 

Penicillium sp sangat baik (Ibtissam, et al, 2009). Adapun optimalisasi 

yang dilakukan menggunakan dua parameter yaitu waktu fermentasi dan 

media fermentasi. Parameter media fermentasi terbagi atas 3, yaitu (1) 

NaCl, (2) ekstrak yeast, dan (3) induser, yang digunakan adalah infus dari 

tanaman Ulva reticulata. 

Terlebih dahulu dilakukan peremajaan isolat Penicillium sp dengan 

cara diinokulasikan ke dalam medium PDA miring dan diinkubasi selama 3 

hari pada suhu kamar. Setelah 3 hari, isolat yang tumbuh kemudian 

diinokulasikan kembali ke dalam medium PDA di dalam cawan petri  dan 

diinkubasi kembali selama 3-5 hari. Hal ini dilakukan agar diperoleh isolat 

Penicillium sp yang murni dengan warna koloni hijau tua. Hasil 

pengamatan isolat Penicillium sp dapat dilihat pada gambar 17 dan 18.

Setelah diperoleh isolat murni dari Penicillium sp, kemudian dibuat 

kultur starter dengan cara isolat fungi dari media agar disuspensikan 

sebanyak 1 ose ke dalam 50 ml media starter (medium PDY 0,1%, Potato 

Dextrosa Broth dan Ekstrak Yeast 0,1%), di inkubasi pada suhu kamar

selama 3 hari. Kultur starter yang terbentuk  memiliki lapisan berwarna 

putih diatas permukaan medium. Lapisan yang berwarna putih merupakan 

hasil fermentasi dari penicillium sp. Kultur starter inilah yang akan 

diinokulasikan ke dalam media produksi untuk menentukan lama 

fermentasi dan media fermentasi yang optimal untuk pertumbuhan fungi 



endofit Penicillium sp. Hasil pengamatan medium starter dapat dilihat 

pada gambar 19. Dari medium starter, sebanyak 10%v/v diinokulasikan ke 

dalam media produksi PDY 0,5% 250 ml untuk dilakukan penentuan lama 

fermentasi dengan melihat zona hambatan yang terbentuk.

Hasil penelitian sebelumnya (Suryadi, 2011) menunjukkan bahwa 

waktu fermentasi 7 hari memberikan daya hambat sebesar 19,05 mm 

untuk Staphylococcus aureus dan 15,18 mm untuk Escherichia coli. Oleh 

karena itu, pemilihan lama fermentasi diambil sebelum dan sesudah hari 

ke-7, yaitu 3, 5, 7, 9, dan 11 hari. Dari tabel 1 dan grafik 1, terlihat bahwa 

dari hari ke 3 sampai hari ke 9 menunjukkan peningkatan zona hambat 

terhadap bakteri uji, sedangkan pada hari ke 11, mengalami penurunan. 

Pada hari ke-3 tidak memberikan daya hambat terhadap kedua bakteri uji, 

sedangkan pada hari ke-5 hanya bakteri E. coli yang memberikan daya 

hambat sebesar 11,53 mm. Untuk hari ke 7 dan 9, memberikan daya 

hambat yang tinggi sebesar 17,75 mm dan 20,10 mm untuk S.aureus dan 

14,43 mm dan 18,52 mm untuk E.coli, sedangkan pada hari ke-11 

mengalami penurunan daya hambat. Hal ini sesuai dengan fase 

pertumbuhan mikroba, dimana pada hari ke 9 masuk dalam fase log, di 

mana mikroba tumbuh dan membelah dengan kecepatan maksimum, 

sedangkan pada hari ke 11 masuk dalam fase kematian dimana banyak 

sel yang mati diakibatkan karena ketidaktersediaan nutrisi (Pratiwi, 2008).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu fermentasi optimal 

untuk pertumbuhan Penicillium sp adalah hari ke-9. Hal ini dapat dilihat 



dari hasil pengujian zona hambat terhadap bakteri uji. Dari hasil tersebut, 

maka pengujian untuk melihat pengaruh media fermentasi terhadap 

produksi senyawa antibakteri digunakan lama fermentasi selama 9 hari.

Setelah menemukan lama fermentasi optimal, kemudian dilanjutkan 

dengan penentuan media fermentasi yang digunakan. Dalam penelitian 

ini, digunakan beberapa parameter dalam menentukan media fermentasi 

yang optimal, yaitu NaCl, ekstrak yeast, dan induser (infus Ulva reticulata). 

Penggunaan NaCl dimaksudkan untuk melihat pada konsentrasi berapa 

metabolit sekunder yang terkandung dalam Penicillium sp akan terbentuk 

dan memberikan pengaruh terhadap senyawa antibakteri yang dihasilkan. 

Dan dengan konsentrasi tertentu akan bersifat isotonis dalam sel.  Fungi 

untuk pertumbuhannya membutuhkan sumber N untuk pembentukan 

asam amino, asam nukleat dan protein, tetapi konsentrasi yang 

dibutuhkan tidak sebanyak pada bakteri (Ul-Haq, dkk. 2008). Sumber 

nitrogen yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak yeast, karena 

kandungan ekstrak yeast berupa nitrogen, asam amino yang berpengaruh 

pada pertumbuhan fungi, dan merupakan media pertumbuhan yang baik 

untuk bakteri (Ashnaei, P et al, 2007).  Diperlukan suatu enzim 

penginduksi untuk meningkatkan pembentukan senyawa dalam metabolit 

sekunder, oleh karena itu digunakan infus dari tanaman Ulva reticulata

yang dapat memberikan pengaruh dalam produksi senyawa antibakteri 

dari fungi endofit Penicillium sp.



Hasil penelitian terhadap pengaruh konsentrasi NaCl 0 %, 0,5 %, 

1%, dan 2 % dalam  media PDB yang mengandung ekstrak yeast 0,5 %, 

suhu fermentasi 25˚C (suhu kamar) selama 9 hari (dapat dilihat pada 

gambar 20), sesuai dengan tabel 2 dan grafik 2 menunjukkan bahwa  

semua konsentrasi memberikan daya hambat terhadap bakteri uji, tak 

terkecuali pada media produksi yang tidak mengandung NaCl. Hal ini 

menunjukkan bahwa tanpa adanya NaCl, produksi fungi memiliki aktivitas 

antibakteri. Pada konsentrasi 0,5% zona hambat terbesar terlihat pada S.

aureus sebesar 18,05 mm dan pada Eschericia coli hanya 8,05 mm. 

Sedangkan pada konsentrasi 1% menunjukkan daya hambat sebesar 

19,45 mm terhadap S. aureus dan 9,45 mm terhadap E.coli  dan 

merupakan aktivitas antibakteri yang terbesar. Konsentrasi 2% terjadi 

penurunan aktivitas sebesar 17,45 mm terhadap S. aureus dan 9,45 mm 

terhadap E.coli.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 1 % memberikan 

daya hambat terbesar. Hal ini berarti bahwa dengan penambahan 

konsentrasi NaCl 1 %, metabolit sekunder yang dihasilkan dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri uji, dibandingkan dengan konsentrasi 

2%. Hal ini berarti bahwa konsentrasi NaCl 1% bersifat isotonis terhadap 

Penicillium sp, sehingga pada konsentrasi 2% terjadi penurunan aktivitas 

antibakteri, sehingga semakin besar konsentrasi NaCl yang diberikan 

akan berpengaruh  terhadap  metabolit yang dihasilkan oleh Penicillium 

sp. 



Konsentrasi NaCl 1 % memberikan daya hambat terbesar dan hal 

ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang juga menggunakan 

konsentrasi NaCl 1% dalam media produksinya. Oleh karena itu, untuk 

pengujian selanjutnya digunakan konsentrasi NaCl yang optimal yaitu 1%.

Hasil penelitian terhadap pengaruh ekstrak yeast dengan variasi  

konsentrasi 0 %, 0,5 %, 1 %, dan 2 % dalam  media PDB yang 

mengandung NaCl 1 %, suhu fermentasi 25˚C (suhu kamar) selama 9 hari

(dapat dilihat pada gambar 21), sesuai dengan tabel 3 dan grafik 3 

menunjukkan bahwa setiap konsentrasi memberikan daya hambat 

terhadap bakteri uji, tidak terkecuali pada media yang tidak mengandung 

ekstrak yeast. Pada konsentrasi 0,5% dan 1%, daya hambat yang 

diberikan baik pada S. aureus maupun E.coli menunjukkan hasil yang 

hampir sama sebesar 8,05 mm. Sehingga konsentrasi 1% diambil sebagai 

konsentrasi yang optimal. Pada konsentrasi 2%, terlihat penurunan daya 

hambat terhadap bakteri uji. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi 1% memberikan 

daya hambat terbesar. Dengan konsentrasi 1% metabolit yang dihasilkan 

sudah dapat memberikan zona hambat yang besar terhadap bakteri uji di 

bandingkan dengan konsentrasi 2%. Hal ini sesuai dengan pernyataan Ul-

haq dkk, 2008 bahwa fungi dalam pertumbuhannya membutuhkan sumber 

N untuk pembentukan asam amino, asam nukleat, dan protein dengan 

konsentrasi yang tidak terlalu besar dibandingkan dengan bakteri.



Penelitian yang dilakukan oleh Sartini (2011), juga memperoleh 

konsentrasi ekstrak yeast 1% menunjukkan peningkatan aktivitas polifebol 

oksidase. Menurut Battestin (2007), mikroorganisme membutuhkan 

sumber nitrogen yang rendah untuk menghasilkan enzim, karena nitrogen 

merupakan faktor pembatas produksi enzim tertentu. 

Untuk pengujian selanjutnya digunakan konsentrasi ekstrak yeast 

yang optimal yaitu 1% dan juga NaCl 1%.

Hasil penelitian terhadap pengaruh penambahan Infus tanaman 

Ulva reticulata dengan variasi konsentrasi 0 %, 0,5 %, 1 %, dan 2 % (v/v)

dalam  media PDB yang mengandung NaCl 1% dan ekstrak yeast 1 %, 

suhu fermentasi 25˚C (suhu kamar) selama 9 hari (dapat dilihat pada 

gambar 21), menunjukkan bahwa  penambahan induser (infus Ulva 

reticulata) sangat berpengaruh terhadap produksi senyawa antibakteri 

yang dihasilkan oleh fungi endofit Penicillium sp. Aktivitas daya hambat 

terhadap bakteri uji makin meningkat dengan meningkatnya konsentrasi 

induser. Hal ini berarti bahwa semakin tinggi konsentrasi induser maka 

semakin tinggi aktivitas antibakterinya. Penelitian yang dilakukan oleh 

Simanjuntak dkk (2002), menunjukkan bahwa dengan penambahan 

serbuk kayu tanaman Cinchona succirubra sebagai induser terhadap 

produksi senyawa kuinina oleh mikroba endofit memberikan pengaruh 

yang sangat baik dengan peningkatan produksi 2,2 kali lipat. Berdasarkan 

tabel 4 dan grafik 4, konsentrasi 0 % (tidak ada penambahan induser) 

daya hambat yang diberikan sebesar 13,45 mm, sedangkan pada 



konsentrasi 2 % mengalami peningkatan sebesar 19,45 mm atau terjadi 

peningkatan sebesar 44,61 %. Peningkatan ini mungkin disebabkan oleh 

beberapa faktor: (1) adanya komponen kimia yang sama dengan fungi 

dan induser (infus Ulva reticulata), (2) adanya sinergisme antara  isolat 

fungi dengan kandungan senyawa yang terdapat dalam  infus Ulva 

reticulata. Menurut Tan and Zou (2001) bahwa senyawa yang terdapat 

dalam tanaman identik dengan senyawa yang terdapat pada fungi 

endofitnya.

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh media 

fermentasi optimal yang terdiri atas NaCl 1%, ekstrak yeast 1%, dan 

penambahan induser 2% dalam media PDB. Suhu fermentasi 25˚C 

dengan lama fermentasi 9 hari.

Media fermentasi optimal kemudian diperbanyak produksinya untuk 

dilakukan karakterisasi komponen kimia, berupa pengamatan pada profil 

KLT, analisis HPLC, dan penyemprotan reagen kimia. Untuk karakterisasi 

komponen kimia, akan dibandingkan kemiripan komponen kimia antara 

hasil fermentasi isolat fungi Penicillium sp dengan ekstrak metanol Ulva 

reticulata. Hasil ekstraksi dari partisi tersebut kemudian di analisis 

komponen kimianya dengan KLT dan HPLC.

Hasil profil KLT menunjukkan bahwa ada kemiripan komponen kimia 

antara hasil fermentasi isolat fungi Penicillium sp dengan ekstrak tanaman 

Ulva reticulata. Untuk itu dilakukan pengujian HPLC, untuk melihat dengan 

jelas kemiripan komponen kimia dari keduanya. 



Hasil analisis HPLC menunjukkan adanya kemiripan waktu retensi 

(Rt) dari keduanya, baik itu ekstrak etil asetat, heksan, maupun metanol. 

Hal ini dapat dilihat dari gambar 7-9 dan tabel 5. Tabel 5 menunjukkan 

perbandingan nilai Rt antara ekstrak tanaman dan hasil fermentasi isolat 

fungi Penicillium sp. Ekstrak heksan, terdapat 3 peak yang 

memperlihatkan kemiripan nilai Rt masing-masing pada menit ke-3 dan 

ke-5 yaitu  pada tanaman 3,082; 3,454; 5,873 dan pada fungi 3,153; 

3,448; 5,854. Ekstrak etil asetat juga  terdapat 3 peak yang mirip pada 

menit  ke-3 dan ke-4 yaitu pada tanaman 3,094; 3,536; 4,030 dan pada 

fungi 3,007; 3,534; 4,004. Ekstrak metanol juga memiliki kemiripan pada  

3 peak di menit ke-3 dan ke-9, yaitu pada tanaman 3,426; 3,999; 9,042 

dan pada fungi 3,147; 3,440; 9,065. Kemiripan yang ditunjukkan oleh 

masing-masing ekstrak baik pada tanaman maupun hasil fermentasi fungi 

endofit menunjukkan bahwa adanya senyawa pada tanaman yang mirip 

dengan senyawa yang ada pada fungi endofitnya. Hal ini sesuai 

pernyataan Tan and Zou (2001) bahwa senyawa yang terdapat dalam 

tanaman identik dengan senyawa yang terdapat pada fungi endofitnya. 

Hasil identifikasi komponen kimia yang dilakukan tehadap hasil 

fermentasi isolat fungi Penicillium sp menunjukkan adanya golongan 

senyawa alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid. Berdasarkan literatur, bahwa 

ekstrak tanaman Ulva reticulata juga  mendeteksi adanya golongan 

senyawa triterpenoid (Tamat dkk, 2007).



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Dari hasil penelitian diatas, maka dapat disimpulkan bahwa:

1. Lama fermentasi optimal  untuk produksi senyawa antibakteri dari 

fungi endofit Penicillium sp adalah 9 hari.

2. Media fermentasi optimal yang memberikan aktivitas antibakteri 

terbesar adalah NaCl 1%, ekstrak yeast 1%, dan infus Ulva reticulata

2% v/v.

3. Komponen kimia yang terdeteksi pada hasil fermentasi fungi endofit 

Penicillium sp dan ekstrak tanaman Ulva reticulata memiliki kemiripan 

berdasarkan nilai Rt (hasil analisis HPLC). Golongan senyawa yang 

terdeteksi dalam hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp adalah 

alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid.

B. Saran 

1. Perlu dilakukan isolasi dan identifikasi senyawa aktif hasil fermentasi 

fungi endofit Penicillium sp.

2. Perlu dilakukan karakterisasi senyawa aktif hasil fermentasi fungi 

endofit Penicillium sp.
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Lampiran 1. Produksi metabolit sekunder dari fungi endofit Penicillium sp

- Medium PDY 0,1%
- Diinkubasi pada suhu kamar (27˚C) 

selama 3 hari 

Starter PDY 0,1 %

 Diinokulasikan  5 ml ke dalam 
medium PDY 0,5% 50 ml

 Diinkubasi pada suhu kamar (27˚C) 
dengan variasi lama fermentasi: 
3,5,7,9,11 hari

Supernatan Residu

Isolat Fungi Penicillium sp

5 hari3 hari 7 hari 9 hari 11 hari

5 ml starter dalam 
50 ml PDY 0,5%

5 ml starter dalam 
50 ml PDY 0,5%

5 ml starter dalam 
50 ml PDY 0,5%

5 ml starter dalam 
50 ml PDY 0,5%

Hasil Fermentasi

- Di sonikasi selama 5 menit
- Di sentrifugasi dengan kecepatan 3000 

rpm selama 15 menit 

Uji Aktivitas 
Antibakteri



Lampiran 2. Optimalisasi Media Produksi dari Hasil Fermentasi Fungi  
Endofit Penicillium sp

      

     VARIASI NaCl           

Menggunakan 4 variasi konsentrasi (0; 0,5;1;2)
Inkubasi pada suhu kamar (27˚C) selama 9 hari

Pengujian aktivitas antibakteri

      VARIASI EKSTRAK YEAST

Menggunakan 4 variasi konsentrasi (0; 0,5;1;2)
Inkubasi pada suhu kamar (27˚C) selama 9 hari

Pengujian aktivitas antibakteri

                                                               VARIASI INDUSER

Menggunakan 4 variasi konsentrasi (0; 0,5;1;2)
Inkubasi pada suhu kamar (27˚C) selama 9 hari

Pengujian aktivitas antibakteri

Hasil Lama Fermentasi Optimal

MEDIA FERMENTASI OPTIMAL



Lampiran 3. Pengujian aktivitas antibakteri terhadap hasil fermentasi   
                    fungi endofit Penicillium sp

Diukur diameter zona 
hambatan

Diinkubasi 48 jam, 
suhu kamar (27˚C)

Supernatan hasil 
fermentasi Penicillium sp 

Diteteskan pada paper disc
sebanyak 20 µL Pendispersian mikroba

Analisis data

Pengamatan

Isolat bakteri uji

Peremajaan

Cawan petri berisi NA



Lampiran 4. Skema karakterisasi komponen kimia ekstrak tanaman Ulva 
                   reticulata dan hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp

Di ekstraksi secara maserasi    sonikasi selama 5 menit
              (metanol) sentrifuse 15 menit 3000 rpm 

          

           Partisi cair-cair                               partisi cair-cair
      (heksan : etil asetat)                              (heksan:etil asetat)

Hasil fermentasi 
media produksi optimal

Supernatan

Profil KLT

Tanaman Ulva reticulata
(5 gram)

Ekstrak metanol

Karakterisasi
Komponen kimia



Tabel 7. Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambatan (mm) Pengaruh 
Lama Fermentasi  Terhadap  Produksi  Senyawa Antibakteri 
Fungi Endofit Penicillium sp.

Optimalisasi Produksi
Diameter zona hambatan (mm)

HARI Staphylococcus aureus Escherichia coli
Nilai Rata-rata Nilai Rata-rata

Pengaruh Lama 
Fermentasi

(hari)

3
-

-
-

-- -
- -

5
-

-
11,05

11,53- 12,45
- 11,10

7
17,10

17,75
14,45

14,4318,10 14,40
18,05 14,45

9
19,45

20,10
19,45

18,5220,45 18,05
20,40 18,05

11
14,45

13,98
14,45

13,5514,45 13,10
13,05 13,10



Tabel 8. Hasil Pengukuran   Diameter   Zona  Hambatan (mm)   Pengaruh
Media Fermentasi Terhadap  Produksi  Senyawa Antibakteri 
Fungi Endofit Penicillium sp.

Optimalisasi Produksi
Diameter zona hambatan (mm)

Konsentrasi 
(%)

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Nilai Rata-rata Nilai Rata-rata

Pengaruh NaCl
(% b/v)

0
18,45

18,45
10,40

10,8318,45 11,05
18,45 11,05

0,5
18,05

18,05
8,05

8,0518,05 8,05
18,05 8,05

1
19,45

19,45
9,45

9,4519,45 9,45
19,45 9,45

2
17,45

17,45
9,45

9,4517,45 9,45
17,45 9,45

Pengaruh Ekstrak Yeast 
(% b/v)

0
17,45

17,45
8,05

8,0517,45 8,05
17,45 8,05

0,5
20,05

20,05
8,00

8,0020,05 8,00
20,05 8,00

1
20,05

20,05
8,10

8,1020,05 8,10
20,05 8,10

2
13,10

13,10
8,00

8,0013,10 8,00
13,10 8,00

Pengaruh Induser
(% v/v)

0
11,05

11,05
13,45

13,4511,05 13,45
11,05 13,45

0,5
13,05

13,05
18,45

18,4513,05 18,45
13,05 18,45

1
13,05

13,05
17,05

17,7513,05 18,10
13,05 18,10

2
16,10

16,10
19,45

19,4516,10 19,45
16,10 19,45



Lampiran 5. Komposisi dan Cara Pembuatan Media Produksi

1. Potato Dextrose Agar
Komposisi : Infus kentang 200,0 gram; dekstrosa 20,0 gram; agar 
15,0 gram; air laut steril ad 1000 mL. 

Cara pembuatan : Ditimbang 4,15 g medium Potato Dextrose Agar sintetik 
dan didispersikan dengan air laut steril hingga 100 mL. Kemudian didihkan di 
atas penangas air dan disterilkan di autoklaf pada suhu 121oC, 2 atm selama 
15 menit.

2. Muller Hinton Agar
Komposisi : Infus daging 300,0 gram; casein hidrolisat 17,5 gram; pati 1,5 
gram; agar 13,0 gram; air suling ad 1000 mL. pH 7,4

Cara pembuatan : Ditimbang 3,0 gram medium Muller Hinton Agar sintetik 
dan didispersikan dengan air suling hingga 100 mL. Kemudian didihkan di 
atas penangas air dan disterilkan di autotoklaf pada suhu 121oC, 2 atm 
selama 15 menit.

3. Starter PDY 0,1% (Potato Dextrose Broth + Ekstrak Yeast)
Cara Pembuatan: Ditimbang 2,4 gram médium Potato Dextrose Broth dan 0,1 
gram ekstrak yeast, kemudian didispersikan dengan air suling hingga 100 ml. 
Kemudian didihkan di atas penangas air dan disterilkan dalam autoklaf pada 
suhu 121oC, 2 atm selama 15 menit.

4. Starter PDY 0,5% (Potato Dextrose Broth + Ekstrak Yeast)
Cara Pembuatan: Ditimbang 12 gram médium Potato Dextrose Broth dan 2,5 
gram ekstrak yeast, kemudian didispersikan dengan air suling hingga 500 ml. 
Kemudian didihkan di atas penangas air dan disterilkan dalam autoklaf pada 
suhu 121oC, 2 atm selama 15 menit.

5. Infus Ulva reticulata 1% (Induser)
Cara pembuatan: Ditimbang serbuk tanaman Ulva reticulata sebanyak 1 
gram, kemudian dimasukkan ke dalam panci infus yang telah berisi 100 ml air 
suling. Kemudian didihkan di atas kompor diatur suhunya menggunakan 
termometer sampai 90˚C selama 15 menit.



        
(a)                                       (b)

Gambar 14. Foto hasil identifikasi komponen kimia menggunakan 
pereaksi 
                   semprot sitroborat

        Keterangan: (a) ekstrak etil asetat Tanaman U. reticulata
    Nilai Rf = 0,6

(b) ekstrak heksan Tanaman U. reticulata
    Nilai Rf = 0,9

          
(a)                          (b)                        (c)

Keterangan: (a) ekstrak etil asetat Tanaman U. reticulata
                Nilai Rf = 0,9

(b) ekstrak heksan Tanaman U. reticulata
                 Nilai Rf = 0,9

(c) ekstrak metanol hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp
                 Nilai Rf = 0,6

a
b



Keterangan: Hasil identifikasi senyawa triterpenoid setelah dipanaskan
                                Ekstrak heksan tanaman dan ekstrak metanol hasil 
                                fermentasi fungi endofit Penicillium sp menunjukkan hasil 
                                positif (tanda panah :   , menunjukkan warna orange)

Gambar 15. Foto hasil identifikasi komponen kimia menggunakan 
pereaksi 
                   semprot Lieberman bochardat

         
(a)                      (b)

         Keterangan: (a) ekstrak etil asetat hasil fermentasi Penicillium sp
Nilai Rf = 0,5

(b) ekstrak etil asetat Tanaman U. reticulata
Nilai Rf = 0,7

Gambar 16. Foto hasil identifikasi komponen kimia hasil fermentasi  
                    fungi endofit Penicillium sp menggunakan pereaksi semprot 
                    Dragendorf



(1)                  (2)                (3)
Gambar 17. Isolat Penicillium sp dalam medium PDA miring (inkubasi 5 
                    hari)
                   Keterangan: (1), (2), (3) isolat Penicillium sp (warna hijau tua)
             

       

Isolat Penicillium sp 
setelah digores pada 
medium PDA  (warna 
hijau tua)



Gambar 18. Isolat Penicillium sp dalam medium PDA (inkubasi 5 hari)

                   Gambar 19. Starter PDY 0,1%
         Keterangan: 1 = hasil fermentasi Penicillium sp

                                   

(a)                       (b)                   (c)                    (d)

Gambar 20. Foto hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp dengan 
                    variasi konsentrasi NaCl (inkubasi 9 hari)    

1

1



      
                      Keterangan: 1 = hasil fermentasi Penicillium sp

(a) = 0% NaCl, (b) = 0,5% NaCl, (c) 1% NaCl, (d) 2% NaCl

Gambar 21. Foto hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp dengan 
                    variasi konsentrasi ekstrak yeast (inkubasi 9 hari)

          Keterangan: 1 = hasil fermentasi Penicillium sp
(a) = 0%, (b) = 0,5% (c) 1%, (d) 2% 

Gambar 22. Foto hasil fermentasi fungi endofit Penicillium sp dengan 
                    variasi induser (infus U. reticulata) inkubasi 9 hari

1

a dcb

1

dcba



                      Keterangan: 1 = hasil fermentasi Penicillium sp
(a) = 1% v/v, (b) = 2% v/v, (c) 0,5% v/v, (d) 0% v/v


