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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif melalui pendekatan kualitatif 

dan kuantitatif. Penelitian deskriptif didefinisikan sebagai metode penelitian yang 

digunakan untuk menggambarkan fenomena yang ada seakurat mungkin. Pada 

pendekatan kualitatif, data yang dianalisis berupa uraian verbal yang dituangkan 

dalam catatan lapangan, sedangkan kuantitatif merupakan suatu penyajian hasil 

data penelitian berupa angka (Atmowardoyo, 2018). Berdasarkan masalah yang 

diteliti, penelitian ini mendeskripsikan keragaman bakteri endofit pada rimpang 

tumbuhan C. rotundus serta potensi antifungi dari isolat bakteri yang didapatkan 

terhadap fungi patogen C. albicans. 

Pada penelitian ini terdapat tahap pra penelitian dan tahap penelitian seperti 

pada alur penelitian (Gambar 3.2). Pra penelitian terdiri dari persiapan alat dan 

bahan, sterilisasi alat, pembuatan larutan, reagen, dan medium pertumbuhan 

bakteri, serta pengukuran faktor edafik dan klimatik lokasi pengambilan tumbuhan 

C. rotundus L. meliputi pengukuran pH tanah, kelembaban tanah, suhu tanah, 

ketinggian, dan intensitas cahaya. Pengambilan sampel organ rimpang dilakukan 

pada tiga tumbuhan C. rotundus yang tumbuh pada kondisi lingkungan dengan 

faktor edafik dan klimatik yang sama. Hal ini dilakukan dengan maksud agar 

diperoleh keragaman dari isolat bakteri endofit pada rimpang C. rotundus yang 

diisolasi. Sampel ke satu, dua, dan tiga tersebut kemudian diberi label berturut-turut 

yaitu A, B dan C yang digunakan untuk pengkodean isolat bakteri endofit.  

Tahap penelitian meliputi pengisolasian bakteri endofit, identifikasi 

morfologi bakteri endofit secara makroskopis, pewarnaan Gram, endospora, dan uji 

biokimia, serta pengujian potensi antifungi pada isolat bakteri yang didapat. Metode 

untuk mengukur aktivitas antifungi meliputi seleksi awal dengan uji antagonisme 

hingga didapatkan isolat bakteri terpilih penghasil senyawa antifungi. Selanjutnya 

dilakukan ekstraksi senyawa antifungi dari supernatan isolat bakteri terpilih, lalu 

dilakukan uji antifungi dengan Disc Diffusion Assay yang bertujuan untuk menguji 

pengaruh metabolit sekunder dari isolat bakteri terhadap fungi patogen C. albicans. 
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Setelah diketahui aktivitas antifungi dari metabolit isolat bakteri, kemudian 

dilakukan tes Minimum Inhibitory Concentration dan Minimum Fungicidal 

Concentration untuk mengetahui konsentrasi metabolit isolat bakteri yang tepat 

untuk menghambat dan menyebabkan kematian pada fungi patogen uji. Selanjutnya 

untuk identifikasi genus bakteri, mengacu pada Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology Ninth Edition (1994). 

 

3.2 Populasi dan Sampel Penelitian 

Populasi yang digunakan adalah keseluruhan isolat bakteri endofit pada organ 

rimpang tumbuhan C. rotundus L. Sampel yang digunakan adalah masing-masing 

bakteri endofit yang ditemukan pada organ rimpang tumbuhan C. rotundus L. 

Teknik purposive sampling digunakan dalam pengambilan sampel organ rimpang 

tumbuhan C. rotundus L. Pada teknik ini, sampel dipilih dengan 

mempertimbangkan sifat-sifat populasi maupun identitas yang dikenal sebelumnya 

(Lenaini, 2021). Penentuan tumbuhan C. rotundus L. yang digunakan yaitu 

tumbuhan C. rotundus dengan panjang shoot sebesar ±30 cm dengan kisaran umur 

yaitu ±3 bulan (Hauser, 2015; Hussain dkk., 2017). Untuk identifikasi kebenaran 

sampel tumbuhan C. rotundus L., dilakukan identifikasi morfologi dengan 

menggunakan tool PlantNet secara online yang dapat diakses pada situs 

https://identify.plantnet.org/ 

 

3.3 Waktu dan Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dari bulan April 2022 hingga Juli 2022, berlokasi di 

Laboratorium Riset Bioteknologi, FPMIPA UPI. Pengambilan sampel tumbuhan C. 

rotundus L. dilakukan di daerah kaki Gunung Batu, Jelekong, Kabupaten Bandung. 

Sampel kultur fungi patogen C. albicans diperoleh dari Laboratorium Institut 

Teknologi Bandung. 

 

3.4 Alat dan Bahan Penelitian 

Alat serta bahan dalam penelitian ini terlampir pada Lampiran 2. Semua alat 

serta bahan diperoleh dari Laboratorium Riset Bioteknologi FPMIPA UPI. 

 

https://identify.plantnet.org/
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Persiapan Alat dan Bahan 

 Dilakukan persiapan alat serta bahan meliputi penghitungan jumlah, 

memastikan ketersediaan, serta keberfungsiannya. Untuk alat-alat yang akan 

digunakan di Laboratorium Riset Bioteknologi, di cuci dan keringkan lalu 

dilakukan strerilisasi sterilisasi panas lembab dengan alat autoklaf uap selama 15 

menit dengan tekanan 1 atm di suhu 121⁰C (Cappuccino & Welsh, 2019). 

 

3.5.2 Pengukuran Faktor Edafik dan Klimatik Lokasi Pengambilan Sampel 

C. rotundus L.  

Pengukuran faktor edafik dan klimatik lokasi pengambilan sampel C. 

rotundus dimaksudkan untuk memberikan informasi faktor edafik dan klimatik dari 

lingkungan sampel tumbuhan C. rotundus tumbuhan. Hal ini dikarenakan C. 

rotundus dapat tumbuh pada berbagai daerah. Tumbuhan ini dapat beradaptasi di 

berbagai macam jenis tanah, ketinggian tempat, suhu, pH tanah, dan kelembaban 

(Sivapalan, 2014). Soil tester digunakan untuk mengukur pH tanah. Kelembaban 

dan temperatur tanah diukur menggunakan thermohygrometer dengan cara 

membenamkan alat  ke dalam tanah, sedangkan untuk mengukur kelembaban 

dengan cara menghidupkan alat selama 3 menit dan otomatis akan terbaca oleh alat. 

Pengukuran intensitas cahaya menggunakan lux meter dengan cara menghidupkan 

alat dan menempatkan pada lokasi, lalu alat akan menginformasikan secara digital 

jumlah cahaya yang diterima. Untuk pengukuran ketinggian dilakukan dengan 

mencari data sekunder. 

 

3.5.3 Isolasi Bakteri Endofit 

Isolasi bakteri endofit dilakukan dengan mengambil bagian organ rimpang 

dari masing-masing sampel tumbuhan C. rotundus (A, B, dan C) lalu dicuci 

menggunakan air mengalir untuk menghilangkan partikel tanah, kemudian 

ditimbang sebanyak 1-5 gr dan dilakukan pencucian dengan akuades steril. 

Selanjutnya dilakukan sterilisasi permukaan rimpang dengan merendamnya selama 

3 menit dalam alkohol 70%, lalu dibilas dengan akuades steril. Kemudian 

perendaman selama 5 menit dalam larutan sodium hipoklorit (NaOCl) 1%, lalu 



23 

 

Karin Pramesti Listiyani, 2022 
ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI ENDOFIT PADA RIMPANG RUMPUT TEKI (Cyperus rotundus 
L.) SERTA POTENSINYA SEBAGAI ANTIFUNGI TERHADAP Candida albicans 
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

dibilas kembali dengan akuades steril. Selanjutnya perendaman kembali selama 1 

menit dalam larutan alkohol 70%, kemudian dipindahkan ke dalam akuades steril 

(Zega & Suryanto, 2018). Untuk validasi sterilitas permukaan rimpang, akuades 

steril yang digunakan dalam perendaman terakhir sebanyak 100 µl diinokulasikan 

pada medium NA, kemudian inkubasi dengan waktu 24-48 jam di suhu 37⁰C (Jain 

dkk., 2021). 

Sampel rimpang yang sudah steril, masing-masing dilakukan penghalusan 

menggunakan mortar dan alu steril hingga halus dengan penambahan akuades steril 

sebanyak 1:10 (gr/v). Selanjutnya dilakukan pengenceran bertingkat untuk 

memperoleh pengenceran 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, dan 10-7. Pengenceran 

dilakukan dengan mengambil 1 mL larutan sampel memakai mikropipet dan 

kemudian dipindahkan ke dalam 9 mL akuades steril pada tabung reaksi dan 

dihomogenkan menggunakan vorteks, diperoleh pengenceran 10-1. Dari 

pengenceran pertama kemudian 1 mL sampel diambil dan dipindahkan ke dalam 9 

ml akuades steril, lalu dihomogenkan dengan vorteks, diperoleh pengenceran 10-2. 

Seterusnya hingga pengeceran 10-7. Kemudian sampel diambil pada setiap 

pengenceran masing-masing sebanyak 100 µL, diinokulasikan pada medium NA 

dengan metode cawan tuang, lalu inkubasi dengan waktu 24-48 jam di suhu 37⁰C 

(Pradana dkk., 2017; Sudewi dkk., 2020).  

Setelah masa inkubasi, koloni bakteri yang tumbuh dari masing-masing 

sampel (A, B, dan C) kemudian dilakukan kultur murni pada cawan petri berisi 

medium NA sebagai stok untuk identifikasi lebih lanjut. Pemberian kode isolat 

dilakukan berdasarkan huruf dan angka, dimana kode huruf menunjukkan sampel 

rimpang tumbuhan C. rotndus (A, B, dan C), sedangkan kode angka menunjukkan 

urutan koloni yang ditemukan pada kultur campuran hasil inokulasi dari 

pengenceran bertingkat. 

 

3.5.4 Identifikasi Makroskopis dan Mikroskopis Bakteri 

Identifikasi makroskopis terdiri dari pengamatan morfologi isolat yaitu 

bentuk, tepian, kenaikan permukaan (elevasi), ukuran, warna (pigmen), dan 

kenampakan. Identifikasi mengacu pada Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology Ninth Edition (1994). Identifikasi mikroskopis yang dilakukan yaitu 
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pewarnaan Gram, pewarnaan endospora, serta pengamatan bentuk sel. Metode 

pewarnaan Gram dan pewarnaan endospora dilakukan merujuk pada Cappuccino 

& Welsh (2019). Pengamatan sel bakteri dilakukan menggunakan mikroskop. 

1. Pewarnaan Gram  

Untuk melihat reaksi Gram dari isolat bakteri, sediaan mikroskopik dibuat 

dengan menginokulasikan kultur bakteri murni pada object glass menggunakan 

jarum ose steril lalu disebar hingga menjadi olesan tipis, kemudian fiksasi 

dengan dilewatkan secara cepat di atas api menggunakan bunsen sebanyak 2-3 

kali. Selanjutnya, kristal violet ditetesi pada sediaan dan didiamkan selama 3 

menit. Sediaan dibilas dengan air, agar kering sediaan diangin-anginkan atau 

dibiarkan. Sediaan ditetesi dengan lugol’s iodine lalu biarkan selama 1 menit, 

dibilas kembali menggunakan air, keringkan kembali. Sediaan di tetesi dengan 

alkohol 95% hingga alkohol yang menetes hampir jernih lalu dibilas kembali 

dengan air, dikeringkan. Safranin diteteskan pada sediaan, biarkan meresap 

selama 3 menit, lalu dilakukan pembilasan menggunakan air, keringkan. 

Kemudian dilakukan pengamatan menggunakan mikroskop. Hasil pewarnaan 

akan menunjukkan sel bakteri berwarna ungu pada Gram positif dan berwarna 

merah pada Gram negatif (Cappuccino & Welsh, 2019).  

2. Pewarnaan Endospora  

Identifikasi endospora pada bakteri dilakukan dengan pewarnaan 

endospora. Sediaan mikroskopik dari isolat murni dipersiapkan. Kemudian 

diteteskan malachite green pada sediaan dan di panas uapkan menggunakan 

baker glass berisi air yang dipanaskan menggunakan hot plate dan biarkan 

selama 2-3 menit. Lalukan tetesan malachite green sesuai kebutuhan untuk 

mencegah penguapan selama proses pengukusan. Dinginkan sediaan lalu 

dilakukan pembilasan dengan air mengalir. Sediaan di tetesi dengan safranin 

dan diamkan 30 detik, kemudian bilas dengan air. Selanjutnya sediaan diamati 

menggunakan mikroskop pada perbesaran 1000×. Hasil pewarnaan akan 

terlihat berwarna merah untuk sel vegetatif dan berwarna hijau untuk spora. 

Spora yang ditemukan dapat dalam kondisi diluar sel (free spore) atau di dalam 

sel (endospora) (Cappuccino & Welsh, 2019). 
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3.5.5 Uji Biokimia 

Semua mikroorganisme memiliki karateristik biokimia masing-masing. Uji 

biokimia dimanfaatkan oleh para ahli mikrobiologi untuk identifikasi dengan 

membandingkan aktivitas biokimia dari setiap mikroorganisme. Uji biokimia yang 

dilakukan merujuk pada Cappuccino & Welsh (2019).  

1. Uji Fermentasi Karbohidrat 

Medium NB digunakan dengan penambahan bcp dan karbohidrat spesifik 

yaitu glukosa, sukrosa, dan laktosa. Isolat bakteri murni sebanyak 1 ose 

diinokulasi masing-masing pada medium NB bcp glukosa, NB bcp sukrosa, 

dan NB bcp dektrosa. Kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. 

Dilakukan pengamatan perubahan warna medium serta gelembung pada 

tabung. Jika medium berubah warna dari ungu menjadi kuning, maka 

menunjukkan hasil positif. Jika ditemukan gelembung udara pada tabung 

durham, artinya fermentasi tersebut menghasilkan gas CO2 (Cappuccino & 

Welsh, 2019). 

2. Uji Hidrolisis Pati 

Medium yang digunakan yaitu medium agar pati. Isolat bakteri murni 

diinokulasikan pada permukaan agar dengan membuat garis zig-zag. 

Kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Medium agar pati 

dengan adanya yodium akan memberikan warna biru-hitam, jika terdapat zona 

bening disekitar pertumbuhan koloni bakteri setelah ditetesi oleh lugol maka 

hasil positif (Cappuccino & Welsh, 2019).  

3. Uji Hidrolisis Lipid 

Medium yang digunakan yaitu medium agar lipid. Isolat bakteri murni 

diinokulasikan pada permukaan agar dengan membuat garis tunggal, kemudian 

inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Hasil positif terdapat pada isolat 

yang ditandai dengan berubahnya warna bakteri yang tumbuh menjadi merah 

(Cappuccino & Welsh, 2019). 

4. Uji Hidrolisis Gelatin 

Medium yang mengandung gelatin pada tabung reaksi, diinokulasikan isolat 

bakteri murni menggunakan inoculating needle dengan teknik tusuk sedalam 

¾ bagian dari lapisan permukaan, kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di 
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suhu 37⁰C. Setelah masa inkubasi, isolat disimpan pada suhu 4⁰C selama 30 

menit, kultur yang tetap cair menghasilkan gelatinase dan menunjukkan hasil 

positif (Cappuccino & Welsh, 2019). 

5. Uji Hidrolisis Kasein  

Medium yang digunakan yaitu medium susu skim agar. Diinokulasikan 

isolat bakteri murni pada permukaan agar dengan membuat garis tunggal, 

kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Medium susu skim agar 

berwarna putih buram, hasil positif ditandai dengan zona proteolik bening di 

sekitar pertumbuhan bakteri (Cappuccino & Welsh, 2019). 

6. Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan dengan menginokulasikan isolat bakteri murni 

menggunakan jarum ose steril pada object glass, lalu beri 1 tetes H2O2 3% di 

atas sediaan. Hasil positif ditandai dengan dihasilkannya O2 dalam bentuk 

gelembung udara (Cappuccino & Welsh, 2019).   

7. Uji SIM (Sulfide/ H2S, Indole,dan Motility) 

Medium yang digunakan yaitu medium SIM. Pada Medium SIM, isolat 

bakteri murni diinokulasikan menggunakan inoculating needle, kemudian 

inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Kemudian tambahkan sebanyak 

10 tetes pereaksi kovac (dimetil aminobenzaldehid, n-amyl alkohol, dan HClp), 

dihomogenkan dan diamkan beberapa menit. Hasil positif indole terdapat pada 

isolat yang terbentuknya lapisan cincin berwarna merah pada permukaan 

medium, dan hasil negatif indole jika lapisan cincin yang terbentuk berwarna 

kuning. Jika medium berubah warna menjadi hitam artinya positif H2S, jika 

tidak ada perubahan warna medium menjadi hitam hasil negatif. Isolat bakteri 

dikatakan motil jika teramati pertumbuhan bakteri kesegala arah (Cappuccino 

& Welsh, 2019). 

8. Methyle Red dan Voges-Proskauer (MR-VP) 

Medium yang dipakai yaitu MR-VP broth. Biakan bakteri murni 

diinokulasikan pada medium MR-VP broth, kemudian inkubasi dengan waktu 

24 jam di suhu 37⁰C. Kemudian pindahkan medium MR-VP broth yang berisi 

kultur bakteri sebanyak sepertiga bagian ke dalam tabung reaksi steril lalu beri 

label untuk uji ‘VR’ dan beri label uji ‘MR’ pada tabung asli. Indikator methyl 
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red ditambahkan sebanyak 5 tetes pada tabung ‘MR’. Hasil positif jika medium 

berwarna merah, dan hasil negatif jika medium tidak berubah warna atau 

bening. Pada tabung label ‘VR’, tambahkan 10 tetes reagen barritt A (napthol) 

dan barritt B (KOH) lalu homogenkan setiap 3-4 menit, amati perubahan warna 

15 menit setelah penambahan reagen barritt. Hasil positif jika medium berubah 

warna warna menjadi merah muda, dan hasil negatif jika medium tidak berubah 

warna atau bening (Cappuccino & Welsh, 2019). 

9. Sitrat 

Isolat bakteri murni diinokulasi zig-zag pada medium simmons citrate agar 

miring, kemudian inkubasi dengan waktu 24-48 jam di suhu 37⁰C. Hasil positif 

terdapat pada isolat dimana medium berubah warna dari hijau menjadi biru tua, 

dan negatif jika tidak terjadi perubahan warna (Cappuccino & Welsh, 2019). 

 

3.5.6 Seleksi Isolat Bakteri Penghasil Senyawa Antifungi  

 Untuk mengetahui kandidat isolat bakteri yang memiliki potensi dalam 

menghasilkan senyawa antifungi, dilakukan seleksi awal isolat bakteri penghasil 

senyawa antifungi. Seleksi awal dilakukan dengan inokulasi titik berdasarkan 

metode Widowati (2013) yang dimodifikasi. Dilakukan peremajaan isolat bakteri 

dengan menginokulasikan isolat ke medium NA miring steril, kemudian inkubasi 

dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Peremajaan juga dilakukan pada fungi uji C. 

albicans dengan menginokulasikan pada 10 mL medium PDB steril, lalu dilakukan 

inkubasi dengan shaker selama 24 jam, suhu 37⁰C, serta kecepatan 121 rpm. Setelah 

masa inkubasi, sebanyak 1 mL C. albicans diinokulasikan pada 9 mL medium 

YEPDA steril dengan metode cawan tuang. Kemudian, sebanyak 1 ose masing-

masing isolat bakteri endofit diinokulasikan pada medium YEPDA yang 

mengandung fungi uji dengan membuat goresan lurus, kemudian inkubasi dengan 

waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Hasil positif isolat bakteri yang memiliki potensi 

antifungi ditandai dengan terbentuknya zona hambatan diantara pertumbuhan isolat 

bakteri dengan fungi uji. Zona hambatan yang dihasilkan merupakan interaksi 

antagonis antara isolat bakteri denga fungi uji. 
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3.5.7 Kurva Tumbuh Bakteri Terpilih 

Kurva tumbuh dibuat untuk mengetahui fase hidup bakteri yang meliputi fase 

lag, log, stasioner, dan kematian. Metode turbidimetri digunakan dalam pembuatan 

kurva tumbuh bateri. Metode ini dilakukan dengan mengamati kenaikan nilai 

absorbansi kultur bakteri pada interval waktu inkubasi. Besarnya nilai absorbansi 

mengindikasikan banyaknya jumlah sel pada medium kurtur bakteri. Pertama-tama, 

isolat bakteri terpilih diremajakan dengan inokulasi masing-masing bakteri pada 10 

mL medium NB, kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C dengan 

shaker incubator, 121 rpm. Setelah inkubasi, dilakukan penyetaraan dengan larutan 

0.5 McFarland supaya menghasilkan jumlah inokulum sama dengan 1.5 × 108 

CFU/mL. Kemudian sebanyak 5 mL inokulum setara dengan 0.5 McFarland 

dipindahkan ke 95 mL medium NB pada tabung Erlenmeyer 250 mL. Kemudian 

inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C dengan shaker incubator kecepatan 

121 rpm hingga ditemukan fase stasioner. Pada setiap interval waktu 2 jam, 

dilakukan observasi pengukuran nilai absorbansi menggunakan spektofotometer 

dengan panjang gelombang 600 nm (Cappuccino & Welsh, 2019). Kemudian nilai 

absorbansi digambarkan dalam bentuk kurva. Nilai absorbansi menunjukkan 

kepadatan sel atau optical density (OD), sehingga dari nilai absorbansi ini dapat 

ditentukan fase hidup bakteri yang meliputi fase lag, log, stasioner, dan kematian. 

Kemudian kurva dibuat dari data hasil pengukuran nilai absorbansi, dimana sumbu 

x sama dengan interval waktu observasi sedangkan sumbu y sama dengan nilai 

absorbansi (N. Wahyuningsih & Zulaika, 2018).  

 

3.5.8 Kurva Tumbuh dan Kurva Baku Fungi Patogen Uji C. albicans  

Untuk mengetahui fase log fungi uji sebagai persiapan uji antifungi, maka 

kurva tumbuh serta kurva baku fungi C. albicans dibuat. Pembuatan kurva tumbuh 

fungi uji C. albicans juga dilakukan menggunakan metode tubidimetri. Dilakukan 

subkultur C. albicans dengan menginokulasikan ke dalam medium PDA miring, 

kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. Setelah masa inkubasi, 

dilakukan peluruhan C. albicans dengan menambahkan larutan NaCl 0.85% steril. 

Hasil peluruhan dipindahkan ke dalam larutan NaCl 0.85% baru lalu dilakukan 

penyetaraan hingga mencapai kekeruhan 0.5 McFarland. Sebanyak 5 ml hasil 
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penyetaraan dipindahkan ke dalam 100 ml PDB steril pada tabung Erlenmeyer, lalu 

diinkubasi dengan inkubator shaker pada suhu ruang (37⁰C) dengan kecepatan 121 

rpm. Pengukuran nilai absorbansi dilakukan setiap 2 jam sekali dengan panjang 

gelombang 530 nm (Masita, 2016). 

Metode yang digunakan untuk pembuatan kurva baku berdasarkan metode 

Cappuccino & Welsh (2019). Waktu biakan yang digunakan dalam pembuatan 

kurva baku yaitu pada jam ke 8, 10 dan 12 atau merupakan fase log (eksponensial) 

(Masita, 2016). Sebanyak 1 mL biakan masing-masing pada jam ke 8, 10, dan 12 

diencerkan hingga mendapatkan pengenceran 10-6. Hasil pengenceran 10-4, 10-5, dan 

10-6 diinokulasikan pada 9 mL medium PDA steril dengan metode cawan tuang. 

Kemudian hasil inokulasi pada jam ke 8, 10, dan 12 diinkubasi dengan waktu 24 

jam di suhu 37⁰C. Perhitungan jumlah koloni dilakukan setelah masa inkubasi 

menggunakan colony counter.  

Selanjutnya untuk mengetahui usia C. albcans dengan laju pertumbuhan yang 

maksimum, kemudian hasil nilai absorbansi dimasukkan ke dalam rumus kurva 

baku yaitu, y = ax + b, dengan keterangan y sama dengan jumlah sel dan x sama 

dengan nilai absorbansi. Setelah didapatkan log jumlah sel, kemudian laju 

pertumbuhan dihitung menggunakan rumus sebagai berikut: 

µ =
log 𝑁𝑡 − log 𝑁𝑜

0.301 × 𝑡 
 

Keterangan:  

µ  : Kecepatan pertumbuhan bakteri      

t  : Selang waktu pertumbuhan bakteri  

Nt  : Jumlah akhir sel bakteri       

No  : Jumlah awal sel bakteri 

 

3.5.9 Ekstraksi Supernatan Isolat Bakteri Terpilih 

Hasil seleksi awal isolat bakteri endofit dimana terdapat zona hambat 

kemudian dilakukan ekstraksi supernatan. Berdasarkan metode yang digunakan 

oleh Iqrar dkk. (2019), ekstraksi supernatan dilakukan dengan memisahkan 

supernatan dari sel-sel bakteri dengan sentrifugasi, kemudian supernatan diambil 

dan diekstraksi menggunakan etil asetat. Pertama-tama isolat bakteri diremajakan, 

dilakukan inokulasi sebanyak satu ose ke 10 mL medium NB steril, lalu inkubasi 

dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C dengan shaker incubator kecepatan 121 rpm. 
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Hasil peremajaan diinokulasikan ke 250 mL medium luria bertani dalam tabung 

Erlenmeyer 500 mL dan diinkubasi menggunakan inkubator shaker dengan suhu 

suhu 37⁰C, kecepatan 220 rpm hingga mencapai fase stasioner. Fase stasioner 

diperoleh berdasarkan hasil data dari kurva tumbuh bakteri terpilih. Penentuan 

waktu kultivasi hingga fase stasioner dimaksudkan untuk memperoleh metabolit 

sekunder.  

Untuk memperoleh ekstrak supernatant bakteri, dilakukan sentrifugasi dari 

hasil kultur bakteri endofit terpilih dengan kecepatan 5000 rpm, 15-30 menit. Hasil 

yang diambil setelah sentrifugasi adalah supernatan, sedangkan pelet yang 

mengandung sel-sel bakteri kemudian dibuang. Ekstraksi supernatan dilakukan 

dengan menambahkan etil asetat dengan volume yang sama (250 mL), lalu 

didiamkan selama 2 jam sambil di aduk dengan kecepatan tinggi menggunakan 

shaker. Dari hasil ekstraksi akan dihasilkan dua lapisan berbeda, lapisan atas 

merupakan fraksi organik dan lapisan bawah merupakan fraksi air. Lapisan organik 

yang mengandung metabolit sekunder senyawa antifungi dari bakteri endofit 

kemudian dipisahkan menggunakan corong pisah. Lapisan organik selanjutnya 

dievaporasi dengan evaporator pada kecepatan 90 rpm, suhu 40⁰C untuk 

memperoleh ekstrak kental metabolit sekunder senyawa antifungi. Ekstrak kasar 

yang diperoleh kemudian dilarutkan menggunakan DMSO sebagai larutan stok 

(Nxumalo dkk., 2020; Ramachandran dkk., 2019). Selanjutnya dari larutan stok 

dilakukan pengenceran hingga diperoleh ekstrak supernatan bakteri dengan 

konsentrasi 50, 40, 30, 20, dan 10 mg/mL. Pemilihan konsentrasi ekstrak 

supernatan dilakukan berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Stracquadanio 

dkk. (2020). Ekstrak supernatan ini yang kemudian akan digunakan untuk uji 

antifungi 

 

3.5.10 Penyediaan Inokulum Fungi Patogen Candida albicans  

  Penyediaan inokulum fungi uji C. albican dilakukan berdasarkan metode 

Irfan dkk. (2017). Pertama-tama isolat fungi uji diinokulasikan pada medium PDA 

steril dalam cawan petri kemudian penginkubasian selama 24 jam, suhu 37⁰C. 

Koloni yang memiliki panjang diameter 1 mm diambil sebanyak 3 koloni kemudian 

diinokulasikan pada medium PDB steril dengan volume 15 mL. Hasil inokulasi 



31 

 

Karin Pramesti Listiyani, 2022 
ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI ENDOFIT PADA RIMPANG RUMPUT TEKI (Cyperus rotundus 
L.) SERTA POTENSINYA SEBAGAI ANTIFUNGI TERHADAP Candida albicans 
Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu 

kemudian diinkubasi dengan shaker pada suhu 37⁰C hingga mencapai fase log 

(eksponensial). Penentuan fase log inokulum fungi uji didapatkan dari hasil 

perhitungan kurva tumbuh dan kurva baku fungi uji. Setelah waktu inkubasi hingga 

fase log, inokulum disentrifugasi selama 15 menit (3000 rpm). Dilakukan 

sentrifugasi dimaksudkan untuk mendapatkan sel khamir dan memisahkannya dari 

spora. Sel-sel fungi yang berada pada bagian pelet kemudian dibilas dengan 

menambahkan NaCl 0,85%. Pencucian dilakukan sebanyak 1-3 kali, kemudian 

pelet disuspensikan kembali dalam NaCl 0,85%. Hasil pencucian dihomogenkan 

menggunakan vorteks dan dilakukan penyetaraan dengan 0.5 McFarland pada 

panjang gelombang 530 nm.   

 

3.5.11 Uji Antifungi 

3.5.11.1 Disc Diffusion Assay (DDA) 

Uji DDA dilakukan berdasarkan metode yang dilakukan oleh Cappuccino 

& Welsh (2019) menggunakan metode Kirby-Bauer dengan meneteskan ekstrak 

supernatan isolat bakteri pada kertas cakram setril, kemudian ekstrak akan berdifusi 

pada medium yang telah diinokulasikan fungi uji C. albicans. Pertama-tama hasil 

penyediaan inokulum C. albicans diinokulasikan pada 9 mL medium PDA steril 

dalam cawan petri dengan teknik cawan tuang. Dilakukan homogenisasi dengan 

memutar cawan petri membentuk angka 8 agar suspensi fungi uji tersebar merata, 

lalu biarkan medium hingga memadat. Kertas cakram steril yang memiliki diameter 

6 mm kemudian disimpan pada bagian atas medium menggunakan pinset secara 

aseptik. Kemudian sebanyak 10 µL masing-masing konsentrasi ekstrak supernatan 

(10, 20, 30 40, dan 50 mg/mL) diteteskan pada kertas cakram. Digunakan DMSO 

10% untuk kontrol negatif, sedangkan untuk kontrol positif yaitu obat antifungi 

ketoconazole 30 mg/mL (Arifin dkk., 2018). Pengulangan pada setiap konsetrasi 

dilakukan sebanyak tiga kali. Kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 

37⁰C. Setelah masa inkubasi, dilakukan penghitungan aktivitas antifungi dengan 

mengukur diameter zona bening yang muncul disetiap perlakuan. Pengukuran zona 

hambat dilakukan berdasarkan rumus sebagai berikut (Sari dkk., 2019): 
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𝑍𝑜𝑛𝑎 𝐻𝑎𝑚𝑏𝑎𝑡 =
(DV − DC) + (DH − DC)

2
 

Keterangan:  

DV : Diameter vertikal 

DC : Diameter cakram 

DH : Diameter horizontal 

 

3.5.11.2 Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) dan Minimum 

Fungicidal Concentration (MFC) 

Uji MIC dan MFC dilakukan menggunaan metode two-fold serial broth 

microdillution atau seri pengenceran dua kali lipat. Minimum Inhibitory 

Concentration merupakan konsentrasi yang paling rendah dari suatu zat untuk 

dapat menghambat pertumbuhan fungi, ditentukan dengan mengamati ada tidaknya 

pertumbuhan fungi (Nazareth dkk., 2020). Uji MIC dilakukan dengan membagi 

pelat mikrotirer 96 sumur menjadi tiga zona yaitu kontrol positif, kontrol negatif, 

dan perlakuan. Pertama-tama, pada sumur ke-1 hingga ke-12 diisi dengan media 

PDB steril sebanyak 100 µL. Pada sumur ke-1 yang merupakan kontrol positif 

ditambahkan ketoconazole sebanyak 100 µL, sedangkan sumur ke-2 sebagai 

kontrol negatif ditambahkan 100 µL hasil penyediaan inokulum fungi uji. 

Pengenceran dengan metode two-fold serial broth dilakukan dari sumur ke-12 

sampai sumur ke-3 hingga dihasilkan variasi konsentrasi dari sumur 12-3 berturut-

turut; 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,125 mg/mL, 1,56 

mg/mL, 0,781 mg/mL, 0,39 mg/mL, 0,195 mg/mL, dan 0,097 mg/mL. Pengenceran 

dilakukan dengan menambahkan ekstrak supernatan dengan konsentrasi 50 mg/mL 

sebanyak 100 µL pada sumur ke-12, lalu dihomogenkan dengan cara pipetting. 

Setelah homogen, sebanyak 100 µL diambil dari sumur ke-12 dan dipindahkan pada 

sumur ke-11, dihomogenkan kembali. Seterusnya hingga pada sumur ke-3 diambil 

sebanyak 100 µL lalu dibuang. Selanjutnya pada sumur ke-3 hingga ke-12 

ditambahkan inokulum fungi uji sebanyak 100 µL. Setiap perlakuan ekstrak 

dilakukan pengulangan secara duplo, kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di 

suhu 37⁰C. Skema uji MIC dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

Minimum fungicidal concentration (MFC) yaitu konsentrasi terendah yang 

diperlukan untuk membunuh fungi patogen. Uji ini menggunakan metode lempeng 

agar berdasarkan CLSI (2017) dengan menginokulasikan hasil inkubasi uji MIC 
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pada medium PDA secara melingkar. Untuk penentuan MFC, 10 µL diambil dari 

setiap sumur uji (sumur 1-12), lalu diinokulasikan secara melingkar pada cawan 

petri berisi medium PDA kemudian inkubasi dengan waktu 24 jam di suhu 37⁰C. 

Nilai MFC yaitu konsentrasi terendah dimana pertumbuhan fungi tidak dijumpai 

atau hanya 1-3 koloni yang tumbuh (Nazareth dkk., 2020; Stracquadanio dkk., 

2020). 

 

Gambar 3. 1 Skema Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

(Dokumentasi Pribadi, 2022) 

 

3.6 Analisis Data 

Data hasil identifikasi makroskopis koloni bakteri, reaksi Gram, pewarnaan 

endospora, dan uji biokimia kemudian dianalisis secara deskriptif dengan 

melakukan karakterisasi bakteri. Karaterisasi bakteri dilakukan dengan merujuk 

pada Bergey’s Manual Determinative Bacteriology Ninth Edition (1994). Kategori 

penentuan tingkat aktivitas zona hambat uji DDA ditentukan berdasarkan kriteria 

oleh Davis & Stout (1971) (Tabel 3.1) 
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Tabel 3. 1  

Penentuan Tingkat Aktivitas Penghambatan Zat Antifungi 

(Sumber: Davis & Stout, 1971) 

Diameter Zona Hambat Kriteria Tingkat Penghambatan 

≤ 5 mm Lemah 

5-10 mm Sedang 

11-20 mm Kuat 

≥ 20 mm Sangat Kuat 

 Analisis statistika uji antifungi dengan uji normalitas menggunakan 

Shapiro-Wilk, dilakukan sebagai pengecekan normalitas sebaran data. Uji 

selanjutnya yaitu uji homogenitas (Levene Test) untuk mengetahui kehomogenan 

data sampel. Selanjutnya, jika data tidak terdistribusi normal atau tidak homogen, 

digunakan uji statistika non parametrik dengan uji Kruskal-Wallis. Analisis 

statistika non parametrik ini dilakukan untuk melihat signifikansi perlakuan ekstrak 

supernatan bakteri endofit tepilih terhadap fungi uji. 

 

3.7 Alur Penelitian 

Alur penelitian Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit pada Rimpang 

Rumput Teki (Cyperus rotundus L.) serta Potensinya sebagai Antifungi terhadap 

Candida albicans dapat dilihat pada Gambar 3.2.  
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Gambar 3. 2 Alur Penelitian 
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