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Abstract

Fermentation is the process of chemical changes in an organic substrate with the help of enzyme activity by
microorganisms. Factors in the early stages of fermentation that need to be optimized are temperature, pH
and fermentation medium. CEB 2 isolate from Andalas plant stems is an isolate that has the ability to inhibit
Escherichia coli and Staphylococcus aureus quite well, but the optimum fermentation conditions are not yet
known. This study aims to determine the time, pH and optimum temperature of fermentation of CEB 2
isolates. This research is a descriptive research and is presented in graphic form. The results showed that
CEB 2 isolates produced maximum antibacterial compounds on day 5 with an average inhibitory zone
against S. aureus, namely 8.5 mm and 10.3 mm against E. coli. The results of pH optimization showed that
CEB 2 isolates for S. aureus had a maximum inhibitory zone of pH 5 with an average inhibitory zone of 16.3
mm and pH 6 for E. coli test bacteria with an average inhibitory zone of 6.7 mm. The temperature
optimization results showed that CEB 2 isolates had the highest antibacterial activity at 26 °C with an average
S. aureus inhibitory zone of 0.74 mm, while the growth of E. coli 7.4 mm at room temperature (28 °C-30
°C) had no effect on the temperature difference made.
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Abstrak

Fermentasi adalah proses perubahan kimia pada suatu substrat organik dengan bantuan aktivitas enzim
oleh mikroorganisme. Faktor tahapan awal fermentasi yang perlu dioptimasi adalah suhu, pH dan medium
fermentasi. Isolat CEB 2 yang diisolasi dari batang tumbuhan Andalas merupakan isolat yang memiliki
kemampuan menghambat Escherichia coli dan Staphylococcus aureus cukup baik, namun kondisi fermentasi
optimum belum diketahui. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui waktu, pH dan suhu optimum
fermentasi isolat CEB 2. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif dan disajikan dalam bentuk grafik.
Hasil penelitian menunjukan bahwa isolat CEB 2 menghasilkan senyawa antibakteri maksimal pada hari
ke-5 dengan rata-rata zona hambat terhadap S. aureus yaitu 8,5 mm dan 10,3 mm terhadap E. coli. Hasil
optimasi pH menunjukkan bahwa isolat CEB 2 untuk S. aureus memiliki zona hambat maksimal pH 5
dengan rata- rata zona hambat yaitu 16,3 mm dan pH 6 untuk bakteri uji E. coli dengan rata-rata zona
hambat 6,7 mm. Hasil optimasi suhu menunjukkan bahwa isolat CEB 2 memiliki aktivitas antibakteri paling
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tinggi pada suhu 26°C dengan rata-rata zona hambat S. aureus 0,74 mm, sedangkan pertumbuhan E. coli
7,4 mm pada suhu ruang (28°C-30°C) tidak berpengaruh terhadap perbedaan suhu yang dilakukan.

Kata Kunci: antibakteri, CEB 2, cendawan endofit, fermentasi, tumbuhan andalas

Pendahuluan

Antibiotik merupakan obat yang digunakan pada penyakit yang disebabkan bakteri.
Salah satu permasalahan dalam penggunaan antibiotik adalah resistensi antibiotik (Brunton et
al., 2008). Resistensi merupakan suatu keadaan dimana bakteri tidak memberi respon terhadap
obat yang diberikan (Wirda et al., 2020). Tumbuhan andalas merupakan salah satu tumbuhan
obat (Kumar et al., 2008), karena memiliki senyawa kimia (Hakim et al., 2008) yang bersifat
antibakteri. Penggunaan tumbuhan andalas sebagai sumber antibakteri tidaklah bijaksana,
apalagi tumbuhan ini termasuk tumbuhan langka. Cendawan endofit diketahui mampu
menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan inangnya sehingga dapat menggantikan
biomassa tumbuhan sebagai sumber senyawa antibakteri (Radji, 2005).

Beberapa peneliti telah berhasil mengisolasi mikroba endofit. Yandila et al., (2018)
berhasil mendapatkan 4 isolat bakteri endofit dari akar tumbuhan andalas dan Handayani et al.,
(2020) melaporkan bahwa 7 isolat cendawan endofit yang diisolasi dari batang tumbuhan
andalas memiliki kemampuan menghambat E. coli dan S. aureus. Diantara 7 isolat tersebut, isolat
CEB 2 memiliki zona hambat yang cukup besar terhadap pertumbuhan E. coli (4,08 cm) dan S.
aureus (4,63 cm), sehingga potensial untuk dikembangkan sebagai sumber senyawa antibakteri.
Dalam penelitian lain, Handayani et al., (2018) juga berhasil mendapatkan 7 isolat cendawan
endofit yang diisolasi dari akar tanaman padi. Fifendy et al., (2016) mendapatkan 3 isolat
cendawan endofit yang diisolasi dari daun sitawa memiliki potensi sebagai antibakteri. Erianti et
al., (2023) berhasil mengisolasi 9 isolat dari daun Taxus sumatrana dan mampu menghambat E.
coli, S. aureus dan C. albicans.

Fermentasi merupakan proses perubahan kimia yang dihasilkan mikroorganisme melalui
aktivitas enzim (Hidayat, 2006). Faktor-faktor eksternal fermentasi yang perlu dioptimasi pada
tahapan awal diantaranya adaloh waktu, pH medium, dan suhu fermentasi. Waktu yang
diperlukan untuk menghasilkan senyawa antibakteri optimal berbeda untuk setiap organisme
penghasilnya. Al-ghazali et al., (2017) memperoleh waktu optimum 7 hari untuk menghasilkan
antibiotik tertinggi dari strain Streptomyces sp. lainnya. Selain waktu fermentasi, pH medium yang
digunakan dalam fermentasi juga mempengaruhi senyawa antibakteri yang dihasilkan. Ripa et
al., (2009) menyatakan bahwa Streptomyces sp. RUPA-08PR memiliki pH optimum untuk produksi
antibiotik adalah pH 8. Pereira et al., (2013) menyatakan bahwa, Hypholoma fasciculare memiliki
suhu optimum aktivitas antimikroba terhadap Saccharomyces cerevisiae adalah 25°C, akan tetapi
kondisi yang terbaik untuk mencapai potensi antimikroba tertinggi pada 30°C.

Waktu fermentasi, suhu dan pH merupakan kondisi awal fermentasi yang perlu segera
diketahui sebelum melangkah ke tahap selanjutnya. Waktu, pH medium dan suhu optimum
fermentasi isolat CEB 2 untuk menghasilkan senyawa antibakteri belum diketahui. Oleh karena
itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui waktu, pH dan suhu optimum fermentasi isolat CEB
2.
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Bahan dan Metode

Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian deskriptif yang dilakukan dari bulan Januari-Juni
2021 di Laboratorium Penelitian Terpadu dan Biologi Umum Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan limu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Padang.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah jarum ose, hot plate, tip, magnetic stirrer,
beaker glass, batang pengaduk, pinset, erlenmeyer, gelas ukur, autoclave, eppendorf, timbangan
analitik, petridish, mikropipet, botol semprot, pipet volumetrik, tabung reaksi, bunsen, cutter,
spektrofotometer, gelas objek, shaker incubator, kaca penutup, mistar, jangka sorong, kamera
digital, mikroskop dan vortex. Sedangkan bahan yang digunakan adalah isolat cendawan endofit
batang (CEB 2) dari tumbuhan Andalas (koleksi Dezi Handayani), kertas cakram, aquadest, kapas,
alkohol 70%, NaCl 0,05%, medium Potato Dextrose Agar (PDA), Kaldu Potato Dextrose, medium
Nutrien Agar (NA), ampicillin, NaCl 0,9%, tissue, spatel, kapas swap, aluminium foil, wrapping,
cotton bud, spiritus, kain kasa, dan mikroba uji yang digunakan ada 2 yaitu : E. coli dan S. aureus.

Prosedur Penelitian
a. Peremajaan Isolat CEB 2 dan Mikroba Uji

Isolat CEB 2 diremajakan dengan cara mengambil dua potong miselium CEB 2 dari koleksi
dan diletakkan di tengah medium PDA dalam petridish. Selanjutnya cendawan diinkubasi pada
suhu ruang untuk keperluan berikutnya. Mikroba uji diremajakan dengan cara menginokulasi
satu ose biakan murni bakteri E. coli ke dalam medium NA miring. Hal yang sama juga dilakukan
untuk S. aureus. Mikroba uiji diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C.

b. Optimasi Waktu Fermentasi

Sebanyak 2 potong miselium cendawan endofit isolat CEB 2 (diameter 0,5 cm) dimasukkan
ke dalam 50 mL kaldu dextrose kentang dalam erlenmeyer 100 mL (duplo). Kultur diinkubasi pada
suhu ruang di atas shaker dengan kecepatan 150 rpm. Kultur diambil sebanyak 5 mL setiap hari
sampai hari ke-7 setelah inkubasi. Masing-masing kultur yang diambil disaring menggunakan
kertas saring steril untuk memisahkan miselium dengan larutan. Larutan yang dihasilkan
merupakan ekstrak kasar senyawa antibakteri. Sebanyak 20 uL ekstrak diteteskan sampai jenuh
pada kertas cakram. Selanjutnya, kertas cakram diletakkan di atas medium NA yang sebelumnya
sudah diinokulasi dengan bakteri uji (duplo). Cawan petri diinkubasi pada suhu ruang dengan
kondisi cawan petri dibalikkan selama 24 jam. Zona hambat yang dihasilkan setiap waktu
fermentasi diukur menggunakan jangka sorong. Diameter zona bening disekitar cakram diukur
dari beberapa sisi yang berbeda.

c. Optimasi pH Fermentasi

Sebanyak 2 potong miselium cendawan endofit isolat CEB 2 (diameter 0,5 cm) dimasukkan
ke dalam 25 mL kaldu dextrose kentang dalam erlenmeyer 100 mL dengan berbagai pH yang
berbeda (5, 6, 7, dan 8) duplo. Pengaturan pH dilakukan dengan penambahan sedikit demi sedikit
HCI/NaOH sampai pH yang diinginkan. Kultur diinkubasi di suhu ruang di atas shaker dengan
kecepatan 150 rpm. Kultur pada masing-masing pH dipanen pada hari optimum sesuai pekerjaan
sebelumnya. Masing-masing kultur yang diambil disaring menggunakan kertas saring steril untuk
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memisahkan miselium dengan larutan. Larutan yang dihasilkan merupakan ekstrak kasar
senyawa antibakteri. Sebanyak 20 pL ekstrak diteteskan sampai jenuh pada kertas cakram.
Selanjutnya, kertas cakram diletakkan di atas medium NA yang sebelumnya sudah diinokulasi
dengan bakteri uji (duplo). Cawan petri diinkubasi pada suhu ruang dengan kondisi cawan petri
dibalikkan selama 24 joam. Zona hambat yang dihasilkan setiap waktu fermentasi diukur
menggunakan jangka sorong. Diameter zona bening disekitar cakram diukur dari beberapa sisi
yang berbeda.

d. Optimasi Suhu Fermentasi

Sebanyak 2 potong miselium cendawan endofit isolat CEB 2 (diameter 0,5 cm) dimasukkan
ke dalam 25 mL kaldu dextrose kentang (pH medium disesuaikan dengan pH optimum yang telah
didapatkan) dalam erlenmeyer 100 dengan uji duplo mL dengan suhu ruang dan suhu 26°C
dalam inkubator. Kultur diinkubasi di atas shaker dengan kecepatan 150 rpm. Kultur dipanen
sesuai waktu optimum kemudian disaring menggunakan kertas saring steril untuk memisahkan
miselium dengan larutan. Larutan yang dihasilkan merupakan ekstrak kasar senyawa antibakteri.
Sebanyak 20 plL ekstrak diteteskan sampai jenuh pada kertas cakram. Selanjutnya, kertas cakram
diletakkan di atas medium NA yang sebelumnya sudah diinokulasi dengan bakteri uji. Cawan
petri diinkubasi pada suhu ruang dengan kondisi cawan petri dibalikkan selama 24 jam. Zona
hambat yang dihasilkan setiap waktu fermentasi diukur menggunakan jangka sorong. Diameter
zona hambat disekitar cakram diukur dari beberapa sisi yang berbeda.

e. Uiji Aktivitas Antimikroba
Rata-rata zona hambat yang terbentuk dari setiap kegiatan diukur dengan jangka sorong
dan dihitung menggunakan rumus :

Gambar 1. Pengukuran Diameter Zona Hambat

dl+d2+d3+d4
4

Rata — rata diameter zona hambat (d) =

Keterangan:

d = rata-rata zona hambat
d1 = diameter zona hambat 1
d2 = diameter zona hambat 2
d3 = diameter zona hambat 3
d4 = diameter zona hambat 4

Analisis Data
Data rata-rata zona hambat antibakteri isolat CEB 2 untuk setiap kegiatan penelitian
dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk grafik.
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Hasil dan Pembahasan

1. Optimasi Waktu Fermentasi Cendawan Endofit Andalas (Morus macroura Miq.) Isolat
CEB 2 untuk Menghasilkan Senyawa Antibakteri Paling Tinggi.

4 A == F. coli
2 == S. aureus

Rata-Rata Diameter Zona Hambat
(mm)
(o)}

Hari

Gambar 2. Rata-rata zona hambat yang dibentuk oleh isolat CEB 2 berdasarkan waktu.

Berdasarkan hasil penelitian, diketahui bahwa isolat CEB 2 menghasilkan senyawa
antibakteri paling tinggi pada hari ke-5 dibandingkan dengan hari lainnya, yang dibuktikan
dengan adanya zona hambat. Zona hambat terbentuk dikarenakan cendawan mengandung
senyawa antimikroba dan umumnya berupa metabolit sekunder (Nabilla & Advinda, 2022). Rata-
rata zona hambat yang dihasilkan terhadap pertumbuhan E. coli 10,3 mm dan rata-rata zona
hambat terhadap pertumbuhan S. aureus 8,5 mm (Gambar 2). Hasil penelitian ini sedikit berbeda
dengan penelitian Wulandari & Sulistyani (2016), yang mendapatkan waktu optimum lebih
pendek yaitu pada hari ke-2 fermentasi untuk Actinomycetes kode AL35, dalam produksi senyawa
antibiotik. Sementara itu Ismail et al., (2018) mendapatkan waktu yang lebih lama dibandingkan
penelitian ini, yaitu waktu optimum untuk menghasilkan senyawa antibakteri dari isolat 15
tumbuhan binahong (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis) pada hari ke-13. Perbedaan ini
disebabkan karena masing-masing isolat cendawan memiliki waktu optimum yang berbeda.

2. Optimasi pH Medium Fermentasi Cendawan Endofit Andalas (M. macroura Miq.)
Isolat CEB 2 untuk Menghasilkan Senyawa Antibakteri Paling Tinggi.

L e
> O
1 1 J

=@=F. coli

10 - =l=S. qureus

Rata-Rata Zona Hambat (mm)

pH

Gambar 3. Rata-rata zona hambat yang dibentuk oleh isolate CEB 2 berdasarkan pH medium.
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PH merupakan salah satu faktor penting untuk pertumbuhan mikroorganisme. Optimasi
pH fermentasi cendawan endofit andalas isolat CEB 2 dilakukan melalui variasi pH medium
fermentasi yaitu pH 5, 6, 7, dan 8. Optimasi pH medium fermentasi isolat CEB 2 untuk
menghasilkan antibakteri paling tinggi pada bakteri uji S. aureus yaitu pH 5 dengan rata-rata
zona hambat 16.3 mm dan bakteri uji E. coli pada pH 6 dengan rata-rata zona hambat 6.7 mm
(Gambar 3). Hasil yang didapatkan sama dengan penelitian Aye & Win (2020), bahwa senyawa
antibakteri dari isolasi cendawan endofit tumbuhan Annona squamosa L. (NA-01) optimum pada
pH 5 terhadap bakteri patogen yaitu Micrococcus luteus.

Walaupun aktivitas antibakteri paling tinggi didapatkan pada pH awal fermentasi adalah
pH 5, tetapi aktivitasnya jauh lebih rendah bila dibandingkan dengan zona hambat yang
terbentuk pada saat uji tantang langsung isolat CEB 2. Kemungkinan ini disebabkan pH awal
fermentasi berpengaruh terhadap efek penghambatan bakteri patogen. Penelitian Song et al.,
(2012) mendapatkan pH media fermentasi optimal adalah 7. Song et al., (2012) juga menyatakan
bahwa pH awal media fermentasi merupakan salah satu hal yang berdampak besar pada aktivitas
antibakteri, karena pH awal yang terlalu tinggi atau rendah akan menurunkan produksi zat aktif
yang sangat mempengaruhi efek penghambatan bakteri patogen.

3. Optimasi Suhu Fermentasi Cendawan Endofit Andalas (M. macroura Migq.) Isolat CEB
2 untuk Menghasilkan Senyawa Antibakteri Paling Tinggi.

B E. coli

W S. aureus

Rata-Rata Zona Hambat (mm)
O B N W b U1 O N

Ruang suhu 26°C

Gambar 4. Rata-rata zona hambat yang dibentuk oleh isolate CEB 2 berdasarkan suhu

Selain waktu dan pH, optimasi kondisi fermentasi juga dipengaruhi oleh suhu. Proses
fermentasi optimasi suhu menggunakan dua variasi suhu yaitu suhu 26°C dalam inkubator dan
suhu ruang (28°C-30°C). Berdasarkan hasil penelitian, perbedaan suhu cendawan endofit isolat
CEB 2 menghasilkan senyawa antibakteri yang lebih stabil pada suhu 26°C terhadap S. aureus.
Sedangkan untuk E. coli tidak berpengaruh sehingga aktivitas antibakteri yang dihasilkan lebih
tinggi pada suhu ruang. Hasil penelitian senada ditemukan oleh Haloho, (2017) dimana suhu
optimum cendawan endofit dari tumbuhan raru (Cotylelobium melanoxylon) isolat RSi-8 mampu
menghambat pertumbuhan kedua bakteri uji secara optimal pada suhu 25°C, dengan rata-rata
diameter zona hambat bakteri S. aureus sebesar 10,32 mm dan E. coli sebesar 10,94 mm.

Hasil penelitian didapatkan pengaruh suhu yang berbeda. Kemungkinan hal ini terjadi
karena terdapat kondisi suhu ruang yang kurang stabil setiap hari selama proses fermentasi,
sementara suhu inkubator stabil selama fermentasi dilakukan untuk produksi senyawa
antibakteri. Semakin tinggi suhu maka aktivitas enzim akan semakin rendah sampai waktu
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tertentu. Medium yang digunakan dalam proses optimasi fermentasi adalah medium cair untuk
pertumbuhan cendawan yaitu kaldu dextrose kentang. Medium kaldu dextrose kentang mampu
mendukung pertumbuhan cendawan endofit yang diuji. Meski demikian, perlu dilakukan
pengujian produksi senyawa antibakteri menggunakan medium yang berbeda.

Kesimpulan
Cendawan endofit isolat CEB 2 menghasilkan senyawa antibakteri paling tinggi pada hari ke-
5 waktu fermentasi untuk kedua bakteri uji, senyawa antibakteri paling tinggi pada bakteri uji E.
coli pada pH 6 dan bakteri uji S. aureus pH 5. Cendawan endofit isolat CEB 2 menghasilkan
senyawa antibakteri paling tinggi untuk bakteri uji S. aureus pada suhu 26°C.
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