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ABSTRACT 
Isolates of endophytic fungi coded IFAZ-6 derived from bidara plants 
(Ziziphus mauritiana Lam) has antibacterial abilities. This study determine 
whether those isolates has antibacterial activity against bacteria 
Escherichia coli. Isolates of endophytic fungi were purified and fermented 
for 21 days and the fermentation results were extracted using ethyl 
acetate solvent. The ethyl acetate extract obtained was carried out with a 
minimum inhibitory concentration (MIC) and a minimum bactericidal 
concentration (MBC) as well as activity tests with the agar diffusion 
method. From the test results, statistical tests were carried out, the 
highest concentration IFAZ-6 isolate extracts that has highest inhibitory 
zone was 300,000 ppm in E. coli bacteria but only significantly different to 
200.000 ppm. 
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PENDAHULUAN  

Penyakit infeksi merupakan 

masalah kesehatan masyarakat utama bagi 

negara maju dan berkembang. Infeksi ialah 

penyakit yang disebabkan oleh masuk dan 

berkembang biaknya mikroorganisme, 

suatu kelompok luas dari organisme 

mikroskopik yang terdiri dari satu atau 

banyak sel seperti bakteri, fungi, dan parasit 

serta virus1. Infeksi yang sering terjadi yaitu 

infeksi pencernaan salah satunya pada 

bakteri Escherichia coli. Bakteri Escherichia  

coli dalam  jumlah  yang  berlebihan  dapat  

mengakibatkan  diare,  dan  bila  bakteri  ini  

menjalar  ke sistem/organ  tubuh  yang  lain,  

maka  akan  dapat  menyebabkan  infeksi. 

Infeksi Escherichia coli sering kali berupa  

diare  yang  disertai  darah,  kejang  perut,  

demam,  dan  terkadang  dapat  

menyebabkan  gangguan  pada ginjal2. 

Langkah dalam menangani penyakit 

infeksi pencernaan adalah penggunaan 

antibiotik ataupun antibakteri. Salah satu 

permasalahan dalam penggunaan antibiotik 

terjadinya resistensi antibiotic3. Faktor 

penyebab resistensi antibiotik adalah 

ketidakpatuhan pasien terhadap 

penggunaan antibiotik itu sendiri. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Ketidakpatuhan pasien dalam penggunaan 

antibiotik menjadi penyebab gagalnya terapi 

obat antibiotik. Sedangkan faktor terjadinya 

penyalahgunaan yang menggunakan 

antibiotik ialah kurangnya pengetahuan 

pasien mengenai antibiotic3.  Salah satu 

cara untuk mengatasi hal tersebut dengan 

cara pencarian menggunakan senyawa baru 

dari tanaman  

Tanaman bidara (Ziziphus 

mauritiana Lam.) memiliki kandungan 

berupa alkaloid, flavanoid, dan tanin yang 

memiliki sifat sebagai antimikroba maupun 

antibakteri4. Senyawa yang memiliki 

aktivitas antibakteri dapat diperoleh dengan 

cara mengisolasi tanaman sehingga 

menghasilkan fungi endofit. Fungi endofit 

merupakan fungi yang hidup di dalam 

jaringan tanaman seperti daun, bunga, buah 

atau akar tumbuhan yang memiliki sifat 

mutualistik terhadap inangnya sehingga 

mampu menghambat perkembangan 

patogen dan meningkatkan pertumbuhan 

tanaman, menyebabkan terinduksinya 

metabolit sekunder dan resisten terhadap 

fungi patogen tanaman5. Tujuan dilakukan 

fungi endofit agar bagian dalam tumbuhan 

yang mampu menghasilkan sejumlah 

senyawa bioaktif yang sama dengan 

senyawa bioaktif tumbuhan tanpa harus 

mengekstraksi bagian tumbuhan6. 

Pada penelitian sebelumnya yang 

telah dilakukan oleh Khusnul Annisa (2023) 

telah diperoleh isolat fungi endofit yang 

terpilih yaitu isolat kode IFAZ-6 dari tanaman 

bidara (Ziziphus mauritiana Lam.) yang 

memiliki waktu optimum dalam 

memproduksi senyawa antibakteri pada 

hari ke 21 dan memiliki aktivitas terhadap 

bakteri uji7. Peneliti Andini Indah 

Permatasari (2023) dan Sitti Nurdayani 

(2023) telah melakkukan isolasi fungi 

endofit tanaman bidara (Ziziphus mauritiana 

lam) kode IFAZ-6 dengan metode KLT-

Bioautografi8.  dan difusi agar9 terhadap 

bakteri infeksi kulit. Peneliti Nurjanna (2023) 

juga telah melakukan dengan metode KLT-

Bioautografi terhadap bakteri infeksi 

pencernaan10. Oleh karena itu ingin 

dilakukan pengujian lanjutan terhadap 

isolat fungi endofit dari tanaman bidara 

(Ziziphus mauritiana Lam.) dengan kode 

isolat IFAZ-6 terhadap bakteri penyebab 

infeksi saluran pencernaan yaitu Shigella 

dysentriae, Vibrio cholerae, Escherichia 

coli, dan Salmonella thypi dengan 

menggunakan metode difusi agar untuk 

menentukan konsentrasi isolat fungi endofit 

dari tanaman bidara (Ziziphus mauritiana 

Lam.) yang memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap bakteri penyebab infeksi saluran 

pencernaan. 

METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian 

ini adalah autoklaf (SMIC Model YX-280 B), 

Laminar Air Flow (LAF), disc blank, disc 

antibiotic, cawan petri (Normax), inkubator 

(Memmert), oven (Memmert), shaker dan 

jangka sorong. Bahan yang digunakan pada 
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penelitian ini adalah NaCl 0,9%, aquades, 

etil asetat, biakan bakteri seperti 

Escherichia coli  ATCC 25923, Salmonella 

thypi NCTC 786, Shigella dysentriae ATCC 

25923, dan Vibrio cholerae  ATCC 27853, 

medium Nutrien Agar (NA), Nutrient Broth 

(NB), medium Potato Dextrosa Agar (PDA), 

Maltosa Yeast Broth (MYB), medium Muller 

Hinton Agar (MHA), triphenyltetrazolium 

chloride (TTC)  dan Dimethyl Sulfoxide 

(DMSO). 

Pemurnian 

 Pemurnian dilakukan 

dengan cara pemindahan isolate IFAZ-6 ke 

media Potato dextrose agar (PDA) yang baru, 

kemudian diinkubasi selama 3-5 hari pada 

suhu kamar. Pemurnian dilakukan sampai 

diperoleh isolat fungi murni yang tunggal11. 

Penyiapan bakteri uji 

 Bakteri uji diambil satu ose 

lalu diinokulasikan dengan cara digoreskan 

pada medium Nutrient Agar miring lalu 

diinkubasi pada suhu 370C selama 1x24 

jam, setelah itu dapa digunakan sebagai 

mikroba uji. bakteri uji hasil peremajaan 

disuspensikan menggunakan larutan NaCL 

fisiologis 0,9% kemudian diukur 

kekeruhannya menggunakan 

spektrofotometer dengan kekeruhan 25% 

transmittan pada panjang gelombang 580 

nm12. 

Fermentasi 

Isolat fungi endofit IFAZ-6 

diinokulasikan kedalam medium maltose 

yeast broth (MYB) sebanyak 20 ml lalu 

diinkubasi pada suhu kamar selama waktu 

3x24 jam (kultur starter) 13 starter isolate 

yang telah diinkubasi dipindahkan kedalam 

Erlenmeyer 1000 mL yang berisi 500 mL 

medium maltose yeast broth (MYB). 

Fermentasi dilakukan pada suhu 250C 

selama 21 hari14. 

Ekstrak isolat 

 Setelah proses fermentasi 

selama 21 hari, ekstraksi dilakukan dengan 

metode ekstraksi cair-cair menggunakan 

corong pisah dengan pelarut etil asetat. 

Cairan fermentasi diekstrak dengan 

perbandingan 1:1. Lapisan etil asetat yang 

berada diatas dikeluarkan dan lapisan 

bawah ditambahkan lagi pelarut etil asetat 

dengan perbandingan 1:1. Proses ini 

dilakukan sebanyak 3 kali. Ekstrak yang 

diperoleh disimpan untuk digunakan pada 

uji selanjutnya15. 

Penentuan konsentrasi hambat minimum 

(KHM) dan Konsentrasi bunuh minimum 

(KBM)  

 Penentuan nilai KHM 

dilakukan dengan dibuat varian konsentrasi 

5.000, 10.000, 20.000, 40.000, 80.000, 

160.000. 320.000 dan 640.000 ppm ekstrak 

sampel dimasukkan kedalam microplate 96 

wells sebanyak 32 µL pada well pertama dan 

64 µL pada well kedua yang selanjutnya 

dilakukan pengenceran bertingkat 

kemudian ditambahkan media cair Nutrient 

Broth (NB)  sebanyak 18 µL dan 20 µL larutan 

bakteri yang telah disuspensi dengan 

medium. Microplate yang telah diinokulasi 
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dengan bakteri diinkubasi selama 24 jam 

pada inkubator dengan suhu 370C. satu jam 

sebelum proses inkubasi selesai, 

ditambahkan 5 µL larutan 2,3,5-triphenyl 

tetrazolium chloride (TTC). Proses akhir dari 

pengujian ini adalah timbulnya warna merah 

yang mengindikasikan masih hidupnya 

bakteri yang diuji ke masing-masing sampel. 

Konsentrasi hambat minimum (KHM) dilihat 

dari well pertama yang tidak warna merah16.  

Penentuan nilai KBM dilakukan dengan 

menggoreskan cairan dari tiap microplate 

plate 96-well pada media NA steril tanpa 

penambahan mikroba dan senyawa uji. 

Goresan pada media NA yang terlihat jernih 

setelah inkubasi pada suhu 370C selama 18-

24 jam ditetapkan sebagai nilai konsentrasi 

hambat minimum (KBM)17. 

Uji aktivitas antibakteri dengan 
metode difusi agar 

Metode pengujian aktivitas antibiotika yang 

umum digunakan adalah menggunakan 

metode difusi agar dengan menggunakan 

medium Muller Hinton Agar (MHA). Medium 

MHA diambil sebanyak 10 mL dan 

ditambahkan dengan 20 µL suspensi bakteri 

uji Esherichia coli, lalu dimasukkan kedalam 

cawan petri. Disk blank diletakkan diatas 

medium yang telah memadat, kemudian 

sampel ekstrak isolat IFAZ-6 dibuat dengan 

kosentrasi 100.000 pm, 200.000 ppm dan 

300.000 ppm kemudian dimasukkan 

menggunakan mikropipet sebanyak 20 µL. 

Setelah itu, diinkubasi pada suhu 37ºC 

selama 24 jam, lalu diamati dan diukur zona 

hambat yang terbentuk18. 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Penelitian ini dilakukan untuk 

melihat aktifitas antibakteri dari isolate 

IFAZ-6 fungi endofit dari tanaman bidara 

(Ziziphus mauritiana Lam.) terhadap bakteri 

penyebab infeksi saluran pencernaan yaitu 

Escherichia coli dan dengan metode difusi 

agar. Penelitian ini diawali dengan 

melakukan pemurnian terhadap tiga isolat 

dari koleksi laboratorium mikrobiologi 

farmasi untuk diperoleh isolat murni. Hasil 

isolat murni kemudian dilanjutkan ke proses 

fermentasi dengan tujuan untuk 

memperoleh senyawa metabolit sekunder 

dari isolat fungi endofit tanaman bidara 

(Ziziphus mauritiana Lam).  

 Fermentasi yang akan 

dilakukan terlebih dahulu dibuat kultur 

starter dengan tujuan untuk mempercepat 

fase lag14, kultur starter dibuat dengan 

menggunakan medium maltosa yeast broth 

(MYB) dari isolat yang telah dimurnikan. 

Medium maltosa yeast broth (MYB) 

digunakan karena medium ini merupakan 

media cair yang mengandung ekstrak yeast 

sebagai sumber protein, maltosa, dan 

dekstrosa sebagai sumber karbon, dan 

pepton sebagai sumber asam amino yang 

dibutuhkan dalam pertumbuhan, sintesis 

sel, dan keperluan energi dalam 

metabolisme mikroorganisme19. Fermentasi 

dilakukan dengan bantuan shaker dengan 

kecepatan 200 rpm selama 21 hari. Hal ini 
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berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilakukan oleh Khusnul Annisa, 2023 

didapatkan waktu optimum dari isolat fungi 

endofit tanaman bidara adalah pada hari ke-

21 terjadi fase stasioner7, dimana fase ini 

nutrisi mulai berkurang sehingga 

mikroorganisme berusaha 

mempertahankan hidupnya dengan cara 

menghasilkan metabolit sekunder yang 

berupa bahan toksik yang dapat 

menghambat pertumbuhan 

mikroorganisme lain yang disebut 

antibiotika20. 

 Hasil fermentasi kemudian 

dilanjutkan ke proses ekstraksi 

menggunakan pelarut etil setat dengan 

perbandingan 1:1. Etil asetat adalah pelarut 

semi polar yang sering digunakan dalam 

mengekstraksi kultur fungi endofit. Sehingga 

diharapkan dapat mengekstrak lebih banyak 

komponen polar maupun non polar dan 

mudah dipisahkan dengan cairan maltosa 

yeast broth (MYB) yang bersifat polar21, 

selain itu etil asetat digunakan dalam proses 

ekstraksi cair cair karena etil asetat tidak 

bercampur dengan air14.  Hasil ekstrak yang 

diperoleh kemudian dilanjutkan untuk 

pengujian konsentrasi hambat minimum 

(KHM). Hasil pengujian KHM pada ekstrak 

isolat IFAZ-6 dapat dilihat pada tabel 1. 

Tabel 1.  Hasil Pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) Isolat IFAZ-6 Dari Tanaman 
Bidara (Ziziphus Mauritiana Lam) Dengan Metode Mikrodilusi. 

Bakteri 
  

Konsentrasi 
640.000 

ppm 
320.000 

ppm 
160.000 

ppm 
80.000 

ppm 
40.000 

ppm 
20.000 

ppm 
10.000 

ppm 
5.000 
ppm 

E.coli  + + - - - - - - 

Keterangan : (+)Menghambat pertumbuhan bakteri, (-)Tidak menghambat pertumbuhan bakteri.  

Pengujian Konsentrasi hambat 

minimum (KHM) isolat IFAZ-6 menggunakan 

variasi konsentrasi yaitu 5.000 ppm, 10.000 

ppm, 20.000 ppm, 40.000 ppm, 80.000 ppm, 

160.000, 320.000 ppm dan 640.000 ppm 

menggunakan metode mikrodilusi dan 

pengamatan yang dilakukan diamati secara 

visual menggunakan triphenyltetrazolium 

chloride (TTC). Triphenyltetrazolium 

chloride (TTC) merupakan pereaksi khusus 

yang setelah penambahan akan 

menunjukkan perubahan menjadi warna 

merah karena adanya aktivitas bakteri yang 

masih hidup22. Hasil pengujian nilai KHM 

pada ekstrak isolat IFAZ-6 (Tabel 1) terhadap 

bakteri Escherichia coli nilai KHM yang 

diperoleh yaitu konsentrasi 640.000 ppm.  

Hasil pengujian konsentrasi hambat 

minimum (KHM) telah diperoleh kemudian 

dilanjutkan dengan pengujian konsentrasi 

bunuh minimum (KBM). Hasil pengujian 

KBM pada isolat IFAZ-6 dapat dilihat pada 

tabel 2.  
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Tabel 2.  Hasil Pengujian Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) Isolat IFAZ-6 Dari Tanaman Bidara 
(Ziziphus Mauritiana Lam). 

Bakteri 
  

Konsentrasi 
640.000 

ppm 
320.000 

ppm 
160.000 

ppm 
80.000 

ppm 
40.000 

ppm 
20.000 

ppm 
10.000 

ppm 
5.000 
ppm 

E.coli  - - - - - - - - 

Keterangan : (+)Menghambat pertumbuhan bakteri, (-)Tidak menghambat pertumbuhan bakteri.  

Berdasarkan nilai KBM belum 

ditemukan pada isolat IFAZ-6 (Tabel 4), hal 

tersebut dikarenakan penggunaan variasi 

konsentrasi yang kurang tinggi karena 

kemampuan suatu zat antimikroba dapat 

membunuh bakteri bergantung pada 

konsentrasi23. Makin tinggi konsentrasi 

suatu zat antimikroba, maka makin tinggi 

kandungan senyawa antimikrobanya, 

artinya bakteri akan cepat terbunuh pada 

konsentrasi zat yang lebih tinggi24.  

Pada pengujian aktivitas antibakteri 

menggunakan metode difusi agar, adapun 

konsentrasi yang digunakan untuk ekstrak 

isolat IFAZ-6 menggunakan tiga variasi 

konsentrasi yaitu konsentrasi 100.000 ppm, 

200.000 ppm dan 300.000 ppm dengan 

kontrol positif doksisiklin dan kontrol negatif 

yaitu aquadest. Hasil pengujian aktivitas 

antibakteri pada isolat IFAZ-6 dapat dilihat 

pada tabel 3.  

Tabel 3. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Ekstrak Isolat IFAZ-6 Dari Tanaman Bidara 
(Ziziphus Mauritiana Lam) Dengan Metode Difusi Agar 

Bakteri 
uji 

Rerata diameter zona hambat (mm) 

100.000 
ppm 

200.000 
ppm 

300.000 
ppm 

Kontrol 
positif 

Kontrol 
negatif 

E.coli 7.12 7.21 8.14 29.88 6 

Keterangan : (+)Menghambat pertumbuhan bakteri, (-)Tidak menghambat pertumbuhan bakteri.  

Berdasarkan hasil pengujian 

aktivitas antibakteri pada ekstrak isolat 

IFAZ-6 bakteri Escherichia coli (Tabel 7)  

diperoleh zona hambat terbesar pada 

konsentrasi 300.000 ppm dengan diameter 

8,14 mm (sedang). Data rerata daya hambat 

zat antibakteri dikategorikan berdasarkan 

diameter zona hambat yang terbentuk yaitu 

aktivitas lemah (<5mm), sedang (5-10 mm), 

kuat (10- 20 mm), dan sangat kuat (>20- 30 

mm)25. 

Data rerata diameter zona hambat 

selanjutnya dianalisis secara statistik 

menggunakan metode yang sesuai. Dari uji 

distribusi dengan metode Saphiro-Wilk, 

diperoleh data rerata untuk IFAZ-6 tidak 
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terdistribusi normal (p>0,05). Oleh karena 

itu ekstrak isolat IFAZ-6 dilanjutkan dengan 

metode statistik Kruskal Walis. Data rerata 

diameter zona hambat isolat IFAZ-6 setelah 

diuji Kruskal Walis, dari hasil tersebut dapat 

disimpulkan untuk IFAZ-6 dilanjutkan 

dengan uji Post-Hoc Mann-Whitney26. Hasil 

pengujian rerata diameter zona hambat 

isolat IFAZ-6 dapat dilihat gambar 1. 

 
Gambar 1. Perbandingan antar konsentrasi 

ekstrak isolat IFAZ-6 terhadap 
bakteri uji E.coli dengan 
menggunakan uji statistik lanjutan 
Post hoc Mann-Whitney. 
Keterangan : (*) Berbeda signifikan 
(p<0,05).   

 
Berdasarkan hasil uji statistik pada 

ekstrak isolat IFAZ-6 (Gambar 1) terhadap 

bakteri Escherichia coli diperoleh hasil 

bahwa kontrol positif memiliki zona 

hambatan tertinggi dan berbeda signifikan 

terhadap ketiga konsentrasi uji (p<0,05). 

konsentrasi yang paling tinggi zona 

hambatnya adalah 300.000 ppm namun 

ditemukan tidak berbeda signifikan jika 

dibandingkan dengan konsentrasi 100.000 

ppm tetapi ketika diujikan dengan 

konsentrasi 200.000 ppm ditemukan 

perbedaan yang signifikan (p<0,05). 

Aktivitas antibiotik antara daun dan 

akar juga ditemukan pada beberapa 

penelitian, nilai MIC ekstrak tanaman 

ditemukan kurang dari 1 mg/mL terhadap M. 

tubercolosis27 dan M. smegmatis28. 

Berdasarkan hasil tersebut dapat 

disimpulkan bahwa ekstrak isolat FAZ-6 

dengan variasi konsentrasinya >1000 μg/mL 

ekstrak tersebut dianggap tidak efektif 

menggantikan antibiotik doksisiklin sebagai 

antibakteri baru untuk infeksi saluran 

pencernaan, oleh karena itu, masih perlu 

dilakukan optimasi terhadap fungi endofit 

baik dari pH maupun suhu. Hal ini 

dikarenakan metabolit sekunder yang ada 

pada isolat fungi endofit  berada pada 

proses fermentasi, proses produksi 

senyawa antibakteri melalui fermentasi 

membutuhkan berbagai kondisi optimum 

agar ekstrak yang dihasilkan maksimal. 

Kondisi optimum fermentasi dipengaruhi 

oleh faktor suhu dan pH yang berperan 

dalam menentukan kondisi optimum proses 

fermentasi29. 

KESIMPULAN 

Adapun kesimpulan yang telah 

dilakukan terhadap penelitian isolat fungi 

endofit tanaman bidara dengan kode IFAZ-6 

yaitu ekstrak isolat IFAZ-6 memiliki aktivitas 

terhadap bakteri Escherichia coli dengan 

diamater zona hambat terbesar pada 

konsentrasi 300.000 ppm terhadap bakteri 

Escherichia coli. Hasil uji statistik diperoleh 
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untuk ekstrak isolat IFAZ-6 konsentrasi yang 

paling tinggi menghasilkan zona hambat 

adalah 300.000 ppm pada bakteri 

Escherichia coli tidak berbeda signifikan jika 

dibandingkan dengan konsentrasi 100.000 

ppm dan hanya berbeda signifikan 

dikonsentrasi 200.000 ppm. 
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