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Abstrak

Nodulisporium sp. KT29 merupakan salah satu kapang endofit yang diisolasi dari alga merah Eucheuma
edule, tidak bersifat toksik, dan bersifat antibakteri. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi aktivitas
antibakteri ekstrak kapang laut Nodulisporium sp. KT29 terhadap Vibrio harveyi. Penelitian dilakukan
dengan beberapa tahapan yaitu kultivasi kapang, ekstraksi senyawa aktif, pengujian aktivitas antibakteri,
kromatografi lapis tipis (KLT), bioautografi, serta pengamatan kerusakan sel bakteri Vibrio harveyi.
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut etil asetat dan dipekatkan dengan
rotary evaporator. Ekstrak Nodulisporium sp. KT29 diuji terhadap bakteri Vibrio harveyi pada konsentrasi
0,125; 0,25; 0,5; 1 dan 2 mg/disc. Ekstrak Nodulisporium sp. KT29 membentuk zona hambat tertinggi
pada konsentrasi 2 mg yaitu 45,33+0,71 mm. Hasil uji KLT ekstrak Nodulisporium sp. KI29 menunjukkan
adanya 7 spot retardation factor (Rf) dengan tiga komponen warna yaitu cokelat, kuning dan ungu. Uji
bioautografi menghasilkan 2 spot zona hambat yaitu 16 mm dan 13 mm pada Rf 0,94 dan 0,14. Pengamatan
menggunakan SEM menunjukkan bahwa kerusakan pada morfologi sel Vibrio harveyi dengan pemberian
ekstrak Nodulisporium sp. KT29 yang ditandai dengan lisis.

Kata kunci : bioautografi, kerusakan sel bakteri, kromatografi, senyawa aktif

Antibacterial activity metabolite extract of marine fungus Nodulisporium sp. KT29
againts Vibrio harveyi

Abstract

Nodulisporium sp. KT29 is one of the endophytic fungus isolated from the red alga Eucheuma edule
and is not toxic. The aim of this research was to evaluate the antibacterial activity on metabolite extract of
marine fungus Nodulisporium sp. KT29 against Vibrio harveyi. The research was carried out with several
stages of cultivation of fungal, extraction of active compounds, in vitro test of antibacterial activity, thin
layer chromatography (TLC), bioautography, and observation of Vibrio harveyi cell damage. The extraction
was performed by maceration method using ethyl acetate solvent and concentrated with rotary evaporator.
Metabolite extract of Nodulisporium sp. KT29 was tested against Vibrio harveyi bacteria of concentration
0.125; 0.25; 0.5; 1 and 2 mg/disc. Metabolite extract of Nodulisporium sp. KT29 showed the highest
inhibition zone at 2 mg concentration of 45.33+0.71 mm. The result of TLC on Nodulisporium sp. KT29
metabolite extract showed the existence of 7 spots of retardation factor (Rf) with three color components
namely brown, yellow and purple. Bioautographic tests yielded 2 inlet zone spots of 16 mm and 13 mm at
Rf 0.94 and 0.14. Observation with scaning electrone microscope also showed damage in cell morphology
characterized by its lysis.

Keywords: active compound, bioautography, chromatography, sell damage
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PENDAHULUAN

Kapang endofit adalah fungi mikroskopis
yang hidup di jaringan mahluk hidup tanpa
menyebabkan penyakit pada tumbuhan
inangnya. Kapang endofit yang sudah berhasil
diisolasi dari tumbuhan pesisir serta laut
asal Indonesia antara lain yang diisolasi dari
lamun, mangrove dan rumput laut. Kapang
Nodulisporium sp. KT29 merupakan kapang
endofityangdiisolasidarialgamerah Eucheuma
edule, tidak bersifat toksik bagi organisme
dan bersifat antibakteri (Tarman et al. 2011),
yang menghasilkan metabolit sekunder
dengan aktivitas antibakteri. Penggunaan
bahan alami yang bersumber dari perairan
sebagai antibakteri telah banyak dilaporkan,
antara lain ekstrak etanol G. coaxans memiliki
zona hambat 25,05 pada konsentrasi 100
mg/mL  terhadap V.  Parahaemolyticus
(Weliyadi et al. 2018), ekstrak kasar
intraseluler S. costatum mampu menghambat
pertumbuhan  bakteri Vibrio sp. 15,79-
75,47% (pada konstertasi ekstrak 100-2.000
ppm), (Setyaningsih et al. 2006), ekstrak
daun nipah (Nypa fruticans) dengan zona
hambat bakteri Vibrio sp. (8,75 mm) pada
konsentrasi ekstrak 2 mg (Imra et al. 2016),
serta bakteriosin dari BAL yang diisolasi dari
terasi dapat menghambat bakteri patogen
dan pembusuk yaitu Eschericia coli, Vibrio
parahaemiliticus, dan Staphylococcus aureus
(Romadhon et al. 2018).

Nodulisporium sp. KT29 belum pernah
dimanfaatkan dalam  dunia  budidaya
perikanan. Nodulisporium sp. KT29 dalam
dunia farmasi sudah dimanfaatkan namun
masih sangat sedikit. Nodulisporium sp. KT29
yang dikultivasi pada air tawar memiliki sifat
antibakteri mengandung B-glukan 0,54%,
fitosterol 121 ppm, polifenol 31 ppm dan
saponin 23 ppm. Kandungan bahan aktif
Nodulisporum sp. KT29 yang di kultivasi
menggunakan air laut pada penelitian ini
lebih tinggi yaitu B-glukan 0,66% dan bahan
aktif fitosterol 125 ppm, polifenol 35 ppm
dan saponin 25 ppm (Saputra et al. 2016).
Ekstrak kasar Nodulisporium sp. KT29 yang
di ekstrak menggunakan etil asetat memiliki
kandungan senyawa aktif dengan nilai hambat

251

12 mm terhadap V. harveyi (Wahjuningrum
et al. 2016). V. harveyi adalah bakteri yang
sering menyerang pada budidaya udang
vaname yang menyebabkan penyakit vibriosis
pada pembenihan maupun pembesaran
(Soonthornchai et al. 2010).

Nodulisporium  sp. KT29 mampu
menghasilkan senyawa antimikroba yang
berperan mengendalikan mikroorganisme
patogen sehingga diharapkan penggunaan
ekstrak  Nodulisporium sp. KT29 dapat
menjadi alternatif untuk sumber bahan baku
antibakteri terhadap V. harveyi. Kajian tentang
senyawa antibakteri untuk menanggulangi
infeksi bakteri V. harveyi sangat diperlukan.
Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
aktivitas antibakteri ekstrak kapang laut
Nodulisporium sp. KT29 terhadap bakteri
V. harveyi.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah Nodulisporium sp. KT29 koleksi
Laboratorium Mikrobiologi Hasil Perairan,
THP-FPIK, IPB. Bakteri uji yang digunakan
adalah V. harveyi koleksi Laboratorium
Kesehatan Ikan, BDP-FPIK. Bahan lain yang
digunakan meliputi media potato dextrose agar
(PDA) (Difco™), potato dextrose broth (PDB)
(DifcoTM), pelarut etil asetat (Merck), pelarut
phosfat buffer saline (PBS), kertas cakram,
antibiotik oxytetracycline (OTC), media agar
sea water complete (SWC), aseton (Merck), etil
asetat (Merck) dan n-heksana (Merck), pelat
KLT alumina oxide silica gelPF,, 20x20 cm
(Merck), pereaksi warna anisaldehida asam
sulfat (Aldrich).

Alat yang digunakan dalam penelitian
ini di antaranya adalah shaker (Heidolph
VV2.000), peralatan gelas kimia (Pyrex),
cawan petri (Pyrex), mikro pipet (Dragon),
clean bench Thermo Scientific 1.300 Series
A2 (USA), timbangan digital (Sartorius
TE214S), rotary evaporator Buchi R-114,
inkubator Yamato IS900, autoklaf Yamato
SM52 (Santaclara, USA), dan spektrofotomer
Shimadzu UV Vis UV-2500 (Shimadzu,

Jepang).
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Metode Penelitian
Kultivasi kapang

Kultivasi kapang terdiri dari dua
tahap, yaitu prekultur dan kultur massal
mengacu pada Wahjuningrum et al. (2016).
Nodulisporium sp. KT29 ditumbuhkan pada
media potato dextrose agar (PDA). Prekultur
bertujuan agar kapang dapat beradaptasi
terhadap media pertumbuhan, dilakukan
dengan cara memindahkan isolat kapang
ke dalam labu erlenmeyer yang berisi 100
mL media potato dextrose broth (PDB) dan
diinkubasi selama tujuh hari pada suhu ruang.
Kultur massal dilakukan dengan mengambil
inokulum kapang sebanyak 5% dari media
prekultur kemudian dipindahkan ke dalam 250
mL media PDB dan diinkubasi dalam kondisi
digoyang (shaking) pada kecepatan 120 rpm
selama 14 hari. Pemanenan dilakukan dengan
filtrasi menggunakan kertas saring sehingga
diperoleh media kultur, hasil panen berupa
media kultur ekstrak Nodulisporium sp. KT29
selanjutnya digunakan dalam perlakuan, kadar
air (media kulur) dihilangkan menggunakan
rotary vacuum evaporator hingga kadar air
berkurang 80% dari total volume.

Ekstraksi senyawa aktif

Ekstraksi media kultur kapang dilakukan
dengan metode maserasi yang mengacu pada
(Tarman 2011). Ekstraksi dilakukan dengan
mencampur sampel dan pelarut etil asetat
perbandingan 1:2, kemudian dilakukan
pengocokan atau pengadukan selama 3x24 jam
tanpa proses pemanasan. Pemisahan media
kultur dan hasil ekstrak etil asetat dilakukan
dengan corong pisah dan didiamkan beberapa
saat sampai fase antara media kultur dan
ekstrak etil asetat memisah dengan jelas.
Ekstrak yang diperoleh selanjutnya dipekatkan
menggunakan vacuum rotary evaporator pada
suhu 40°C. Suhu ini digunakan agar ekstrak
tidak kehilangan senyawa aktif yang tidak
tahan panas. Ekstrak media kultur yang
diperoleh merupakan sampel yang akan
digunakan pada tahap uji aktivitas antibakteri.

Aktivitas antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dengan metode
Kirby-Bauer atau kertas cakram (Lay 1994)
secara in vitro ekstrak Nodulisporium sp.
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KT29 terhadap bakteri V. harveyi. Bakteri
V. harveyi dipilih karena merupakan bakteri
yang sering menyerang pada komoditas
udang vaname. Ekstrak yang digunakan yaitu
konsentrasi 0,125; 0,25; 0,5; 1 dan 2 mg/disc.
Antibiotik oxytetracycline (OTC) 30 ug/disc
digunakan sebagai kontrol positif dan kontrol
negatif menggunakan pelarut ekstraksi yaitu
etil asetat 20 pL/disc. Kertas cakram yang
telah diberi ekstrak kapang pada berbagai
konsentrasi diletakkan di atas media agar sea
water complete (SWC) yang sudah disebar
50 uL bakteri V. harveyi yang telah mencapai
OD 0,5-0,8. Bakteri kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Diameter zona
bening yang terbentuk diukur dengan jangka
sorong dengan cara mengurangi diameter
zona hambat yang terbentuk dengan diameter
kertas cakram.

Kromatografi lapis tipis

Ekstrak kapang yang memiliki zona
hambat  dilanjutkan  proses  fraksinasi
dengan KLT. Eluen yang digunakan adalah
campuran aseton, etil asetat dan n-heksana
dengan perbandingan 1:6:4 mengacu pada
metode (Tarman 2011). Ekstrak 0,5 mg yang
dilarutkan pada 100 uL EA diambil sebanyak
10 uL ditotolkan pada pelat KLT alumina
oxide silica gelPF,, 20x20 cm (Merck)
untuk mendeteksi bercak, kemudian dielusi
dengan perbandingan eluen terpilih. Pelat
dikeringkan dan disemprot dengan pereaksi
warna anisaldehida asam sulfat (0,5 mL
anisaldehida, 10 mL asam asetat glacial, 85
mL methanol, 5 mL asam sulfat pekat). Pelat
kemudian dipanaskan pada suhu 110°C
selama 10 menit. Bercak yang timbul diamati
di bawah sinar UV 366 nm dan dihitung nilai
Retardation factor (Rf).

Uji bioautografi

Uji bioautografi dilakukan setelah ekstrak
difraksinasi menggunakan KLT, sebanyak
20 pL ekstrak ditotolkan pada pelat KLT,
kemudian dielusi dengan eluen pada uji KLT.
Pelat KLT yang sudah dielusi ditempelkan
pada media agar SWC yang sudah bercampur
suspensi bakteri V. harveyi, diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dan pengukuran
zona hambat.

252



JPHPI 2018, Volume 21 Nomor 2

Aktivitas Antibakteri Ekstrak Kapang Laut, Hariati ef al.

Kerusakan sel Vibrio harveyi
Pengamatan dengan scanning electrone

microscope (SEM) dilakukan  untuk
mempelajari  kerusakan  morfologi  sel
V. harveyi akibat pemberian ekstrak

Nodulisporium sp. KT29. Pengujian suspensi
bakteri dilakukan dengan cara Dbakteri
dikontakkan dengan ekstrak selama 4 jam.
Preparasi pengambilan bakteri mengacu pada
metode Goldstein ef al. (2003), suspensi bakteri
disentrifugasi dengan kecepatan 3.500 rpm
selama 20 menit, cairan dibuang untuk
mendapatkan sel bakteri berupa pelet,
selanjutnya peletdicuci dengan buffer sebanyak
2 kali. Pelet direndam dengan glutaraldehid
2% selama 24 jam, lalu ditambahkan
chocodylate buffer, dan direndam selama
20 menit. Larutan uji di sentrifugasi dan
supernatan dipisahkan. Pelet ditambahkan
osmium tetraoksida 1% dan direndam selama
1 jam, selanjutnya dikeringkan dengan alkohol
berturut-turut 70%, 80%, 95% dan alkohol
absolut selama 20 menit. Pelet disuspensikan
dengan penambahan butanol, kemudian
suspensi diletakkan diatas cover slip yang telah
mengering kemudian dilapisi dengan emas
melalui proses vakum selama 20 menit dan
diamati dengan SEM.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Antibakteri

Hasil uji aktivitas antibakteri secara in
vitro dari ekstrak Nodulisporium sp. KT29
terhadap bakteri V. harveyi menunjukkan
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16.67+0.71d

9.33+0.71e

Zona hambat/ Inhibitory zone (mm)

0,125mg 0,25mg 0,Smg

39.0+0.71b
34.0+0.71c

adanya zona hambat di sekitar kertas cakram
(Gambar 1). Zona hambat tertinggi teramati
pada konsentrasi ekstrak Nodulisporium sp.
KT29 2 mg, diikuti dengan konsentrasi 1; 0,5;
0,25 dan 0,125 mg. Antibiotik OTC 30 pg/disc
sebagai kontrol positif dan pelarut etil asetat
(EA 20 pL) sebagai kontrol negatif.

Hasil wuji aktivitas antibakteri secara
in vitro menunjukkan konsentrasi ekstrak
Nodulisporium  sp. KT29 berpengaruh
terhadap diameter zona hambat yang
terbentuk. Konsentrasi yang meningkat akan
menyebabkan peningkatan diameter zona
hambat yang terbentuk. Hal tersebut sesuai
dengan penelitian Ariyanti et al. (2012), semakin
tinggi konsentrasi suatu bahan antibakteri
maka aktivitas antibakterinya akan semakin
kuat. Pelczar and Chan (2008) menjelaskan bahwa
mekanisme penghambatan pertumbuhan
bakteri yaitu dengan adanya kerusakan
dinding sel oleh senyawa antibakteri,
perubahan molekul protein atau asam
nukleat, penghambatan kerja enzim yang akan
mengakibatkan terganggunya metabolisme
atau matinya sel serta penghambatan
sintesis asam nukleat dan protein sehingga
menyebabkan kerusakan total.

Fraksi Hasil Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah
metode pemisahan senyawa kimia secara
kimia-fisika berdasarkan kecepatan migrasi
atau rasio distribusi dari komponen
campuran fase diam dan fase gerak.

45.33+0.71a

0.00+0.00f

0.00+0.00f

1 mg 2 mg

EA 20 pl OCT 30pg

Konsentrasi/concentration

Gambar 1 Diameter zona hambat berbagai konsentrasi ekstrak Nodulisporium sp. KT29

terhadap V. Harveyi.

(Figure 1 Inhibitory zones diameters of Nodulisporium sp. KT29 metabolite extract at

various doses against V. Harveyi).
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KLT merupakan metode kromatografi
yang relatif sederhana, cepat dan umum
digunakan untuk mengidentifikasi zat farmasi
(Hancu et al. 2011). Fraksi hasil KLT ekstrak
Nodulisporium sp. KT29 berupa bercak
senyawa pada lempeng KLT yang dideteksi
secara fisik (lampu UV) dan kimia (pewarnaan
reagen) disajikan pada Tabel 1.

Berdasarkan jenis eluen yang digunakan,
diperoleh sejumlah fraksi yang ditandai
adanya spot/bercak dengan nilai retardation
factor (Rf) yang berbeda pada kromatogram.
Metabolit Nodulisporium sp. KT29 yang
diekstraksi dengan pelarut etil asetat dan
disemprot dengan reagen anisaldehida-asam
sulfat menunjukkan adanya tujuh spot dengan
tiga komponen warna yaitu warna cokelat,
kuning dan ungu (Tabel 1). Warna cokelat dan
kuning merupakan senyawa fenol sedangkan
ungu senyawa steroid. Hal ini sesuai dengan
acuan dalam penentuan senyawa oleh Wagner
dan Bladt (1996) yaitu jika timbul warna
cokelat kuning setelah penyemprotan pereaksi
anisaldehida-asam  sulfat  menunjukkan
adanya senyawa fenol dalam ekstrak, dan
ungu adanya senyawa steroid.

Bioautografi

Hasil uji  bioautografi ekstrak
Nodulisporium sp. KT29 berupa zona hambat
sekitar fraksi pada lempeng KLT yang

menunjukkan adanya senyawa antimikroba.
Zona hambat yang dihasilkan sebanyak duah
buah dengan diameter hambat 16 dan 13 mm
pada Rf 0,94 dan 0,14 yang disajikan pada
Gambar 2.

Bioautografi adalah suatu metode untuk
mendeteksi senyawa antimikroba yang
belum teridentifikasi dengan cara melokalisir
aktivitas antimikroba tersebut pada suatu
kromatogram.  Bioautografi ~ merupakan
teknik yang cepat dan sederhana dengan
menggabungkan kelebihan dari pemisahan
pada KLT dengan deteksi pada uji aktivitas
antimikroba, teknik ini menampilkan fraksi
yang berfungsi sebagai antimikroba secara
langsung (Colorado et al. 2007). Fraksi aktif
hasil uji bioautografi menunjukkan fraksi
ekstrak Nodulisporium sp. KT29 mampu
menghambat pertumbuhan V. harveyi dengan
zona hambat 16 dan 13 mm pada Rf 0,94 dan
0,14. Berdasarkan spot zona hambat pada
bioautogram dan kromatogram, diketahui
bahwa senyawa yang aktif sebagai antibakteri
pada semua kromatogram terdapat pada
spot zona yang berwarna cokelat. Warna
tersebut mengindikasikan senyawa fenol.
Menurut Pelczar dan Chan (2008) senyawa
fenol dan turunannya dapat merusak
membran sel sehingga terjadi perubahan
permeabilitas sel yang dapat mengakibatkan
terhambatnya pertumbuhan sel atau matinya sel.

Tabel 1 Kromatogram ekstrak Nodulisporium sp. KT29.
(Table 1 Chromatogram of Nodulisporium sp. KT29 metabolite extract)

Faktor retardasi /

Deteksi Senyawa

Retardation factor (Rf) Warna/ Color (Wagner dan Bladt 1996)
— 0.94 Coklat Fenol

i i 0.79 Coklat Fenol

[ 0.70 Kuning Fenol

[ ) 0.59 Ungu Steroid

‘.. 0.46 Kuning Fenol

i i 0.27 Kuning Fenol

i il 0.14 Coklat Fenol
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Jawetz et al. (2001) menyatakan bahwa
mekanisme penghambatan tersebut terjadi
karena senyawa fenol dapat berikatan dengan
gugus sulfidrin dari protein. Hal tersebut
menyebabkan perubahan konformasi protein
membran sel target. Ketidakstabilan pada
struktur protein tersebut akan menyebabkan
terganggunya fungsi permeabilitas selektif,
fungsi pengangkutan aktif, pengendalian
susunan protein dan sel bakteri sehingga sel
kehilangan bentuk dan lisis.

Kerusakan Sel Vibrio harveyi

Hasil pengamatan menggunakan
SEM menunjukkan adanya perbedaan pada
sel V. harveyi perlakuan kontrol dibandingkan
dengan perlakuan yang diberi ekstrak
Nodulisporium sp. KT29 (Gambar 3). Sel
V. harveyi pada perlakuan yang diberi ekstrak
Nodulisporium sp. KT29 pada pengamatan
SEM menunjukkan adanya kerusakan sel.

Pengamatan dengan SEM juga
menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak Nodulisporium sp. KT29 pada
V. harveyi mengakibatkan kerusakan
pada morfologi sel dengan ditandainya
sel lisis atau pecah dibandingkan
dengan kontrol. Madigan et al. (2015)
menyatakan bahwa senyawa antibakteri
mempunyai beberapa macam efek terhadap
pertumbuhan  bakteri, di  antaranya
memberikan efek dengan cara membunuh sel
tetapi tidak terjadi lisis atau pecah, tetapi ada
juga yang menyebabkan sel lisis atau pecah.
Sel yang pecah atau lisis dalam penelitian ini
ditunjukkan dengan tanda panah (Gambar 3).
Mangoni et al. (2004) melaporkan sel yang lisis
pada pengamatan morfologi menggunakan
SEM adalah sel yang terlihat pecah atau sobek
dan mengeluarkan molekul-molekul penyusun
bakteri. Asriani et al. (2007) menyatakan
bahwa dinding sel yang lisis mengakibatkan

Gambar 2 Bioautogram ekstrak Nodulisporium sp.KT29 terhadap V. Harveyi.
(Figure 2 Bioautogram of Nodulisporium sp. KT29 metabolite extract against V. Harveyi).

e \
1 ym
ACCY 20 k¥ X 10,000

e
| ym
ACCY 20 kV X 10,000

Gambar 3 Morfologi sel V. harveyi pada pengamatan SEM perbesaran 10.000x. (A) sel
normal; (B) sel dengan pemberian ekstrak Nodulisporium sp. KT29.
(Figure 3 The morphology of V. harveyi cells in SEM observations at a magnification of
10.000x. (A) normal cells (B) cells with the administration of Nodulisporium sp.

KT29 metabolite extract).
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keluarnya cairan dalam jumlah besar dan
menyebabkan dinding sel mengerut dan mati.

KESIMPULAN

Ekstrak kapang laut Nodulisporium sp.
KT29 memiliki aktivitas antibakteri yang
ditunjukkan dengan adanya kemampuan
dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Vibrio harveyi pada uji in vitro, uji KLT
ditunjukkan  dengan adanya senyawa
fitokimia, uji bioautografi, serta kerusakan
morfologi sel pada pengamatan dengan SEM.
Ekstrak Nodulisporium sp. KT29 mengandung
steroid yang merupakan senyawa yang dapat
melisiskan bakteri.
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