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Abstract— Sirsak plant is traditional plant that believed empirically as cough medicine, dysentery, rheumatism, lowering uric acid levels
and diarrhea community. Vibrio cholerae and Bacillus subtilis types bacteria can cause diarrhea. This study aims to determine the number
endophytic fungi found from Sirsak leaves, to determine antibacterial activity endophytic fungi isolates from Sirsak leaves against Vibrio
cholerae, and Bacillus subtilis. Furthermore, inoculated repeatedly on SDA for 5-7 days until isolates were obtained. Each isolate was
fermented with GDP for 2-3 weeks and then extracted with ethyl acetate. Ethyl acetate extract was used antibacterial with agar diffusion
method MHA media. Test results showed that 5 isolates were obtained, namely White DS isolate, Toska DS isolate, Green DS isolate,
Cream DS isolate, and Blackish Brown DS isolate. Where DS White isolate suspected of Cylindrocladium sp, DS Toska isolate suspected
of Aspergillus fumigatus, DS Green, isolate suspected of Aspergillus flavus, DS Cream isolate suspected of Aspergillus terreus, DS Blackish
Brown isolate suspected of Aspergillus niger. Sirsak leaf endophytic fungal isolates (White DS, Toska DS, Green DS, Cream DS and
Blackish Brown DS) showed antibacterial activity against Vibrio cholerae and Bacillus subtilis.

Keywords—Sirsak leaves,Antibacterial, Endophytic fungi, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis

Abstrak— Tanaman Sirsak merupakan tanaman tradisional yang diyakini secara empiris sebagai obat batuk, disentri, rematik, menurunkan
kadar asam urat dan diare oleh masyarakat. Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis adalah jenis bakteri yang dapat menyebabkan Diare.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah fungi endofit yang ditemukan dari Daun Sirsak, mengetahui aktivitas antibakteri isolat
fungi endofit dari Daun Sirsak terhadap Vibrio cholerae, dan Bacillus subtilis. Selanjutnya diinokulasikan berulang pada SDA selama 5-7
hari hingga diperoleh isolat. Masing-masing isolat difermentasi dengan PDB 2-3 minggu kemudian diekstraksi dengan etil asetat. Ekstrak
etil asetat digunakan untuk aktivitas antibakteri dengan metode difusi agar pada media MHA. Hasil pengujian menunjukkan didapatkan 5
isolat yaitu isolat DS Putih, isolat DS Toska, isolat DS Hijau, isolat DS Cream, dan isolat DS Coklat Kehitaman. Di mana isolat DS Putih
diduga fungi Cylindrocladium sp, isolat DS Toska diduga fungi Aspergillus fumigatus, isolat DS Hijau diduga Aspergillus flavus, isolat DS
Cream diduga fungi Aspergillus terreus, isolat DS Coklat Kehitaman diduga fungi Aspergillus niger. Isolat fungi endofit Daun Sirsak (DS
Putih, DS Toska, DS Hijau, DS Cream dan DS Coklat Kehitaman) memperlihatkan adanya aktivitas antibakteri terhadap Vibrio cholerae
dan Bacillus subtilis

Kata Kunci—Daun sirsak,Antibakteri, Fungi Endofit, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis

1. PENDAHULUAN
Di Indonesia, diare merupakan penyakit yang menjadi ma-

salah kesehatan yang sangat beresiko disebabkan persentase
morbiditas dan mortalitasnya yang tinggi. Menurut riset Sub-
dit Diare, Departemen Kesehatan pada tahun 2003 sampai
2010 telah terjadi peningkatan jumlah penduduk yang men-
galami kejadian diare yaitu dari angka 301 penduduk me-
ningkat menjadi 411 penduduk dari 1000 total jumlah pendu-
duk. Ada sebanyak 1213 orang mengalami kejadian diare di
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11 provinsi, 18 kabupaten/kota yang terjadi pada tahun 2017
(Ambarwati & Ibrahim, 2021). Diare merupakan keadaan di
mana terjadi buang air besar dengan konsistensi yang lem-
bek ataupun cair, terlebih lagi dapat juga berbentuk cair saja
dengan frekwensi selalu lebih dari rata-rata yaitu 3 kali atau-
pun lebih dalam satu hari. Salah satu penyebab diare adalah
adanya infeksi yang disebaban oleh beberapa bakteri seperti
Bacillus subtilis dan Vibrio cholerae.

Kolera merupakan penyakit infeksi yang disebabkan oleh
bakteri yang bernama Vibrio cholerae. Kolera menyebabkan
pengidapnya mengalami gejala diare parah. Penyakit ini da-
pat terjadi pada orang dewasa maupun menyerang anak-anak
dan diare yang ditimbulkannya dapat berakibat parah hing-
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ga menimbulkan terjadinya dehidrasi. Kolera dapat menular
karena Vibrio chloerae yang mengkontaminasi makanan atau
minuman. Kondisi ini dapat mewabah di wilayah padat pen-
duduk serta memiliki lingkungan yang kotor (Kusuma et al.,
2021).

Selain Vibrio cholerae, bakteri lain yang dapat menyebab-
kan diare adalah Bacillus subtilis. Populasi Bacillus subtilis
yang besar dalam usus dapat menyebabkan diare yang ditu-
larkan melalui makanan. Pada makanan seperti biji - bijian,
daging, susu, keju, dan sayuran, bakteri ini dapat berkem-
bang biak. Bakteri ini dapat tumbuh dan menghasilkan tok-
sin yang merugikan kesehatan manusia jika makanan tidak
dipersiapkan atau disimpan dengan baik. Tanda - tanda awal
dari mengonsumsi makanan yang terkontaminasi bakteri ini
biasanya berupa diare dan sakit perut. Tanda - tanda dan geja-
la ini mulai muncul beberapa jam atau beberapa hari setelah
makan makanan yang terkontaminasi (Putri et al., 2023).

Tanaman sirsak (Annona muricata Linn) merupakan salah
satu jenis tumbuhan obat tradisional. Tumbuhan sirsak ban-
yak diteliti karena kandungan buah maupun daunnya dapat
memberikan banyak manfaat bagi masyarakat. Masyarakat
banyak memanfaatkan bagian-bagian tanaman sirsak untuk
menyembuhkan berbagai penyakit diantaranya diare (Praset-
yo Hasyim, 2022).

Mikroba endofit digunakan karena daun sirsak sulit un-
tuk diperoleh dalam jumlah banyak dan sudah jarang dite-
mukan dibeberapa daerah, sehingga tidak memungkin kan
penggunaannya dalam jumlah banyak. Fungi Endofit meru-
pakan mikroorganisme yang berasosiasi dengan jaringan ta-
naman sehat yang bersifat netral atau menguntungkan yang
mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekun-
der seperti senyawa flavonoid, alkaloid, dan tanin.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah fungi
endofit yang terdapat pada daun sirsak (Annona muricata
Linn), serta menentukan aktivitas antibakteri isolat fungi en-
dofit dari daun sirsak (Annona muricata Linn) terhadap bak-
teri Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis. Penelitian tentang
mikroba endofit khususnya fungi endofit dari daun sirsak
(Annona muricata Linn) belum banyak dilakukan, sehing-
ga perlu dilakukan penelitian mengenai isolasi, identifikasi
dan aktivitas fungi endofit dari Daun Sirsak terhadap pertum-
buhan Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis.

2. BAHAN DAN METODE

2.1 Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan terdiri dari alkohol 75%, aquadest,

kultur murni bakteri Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis,
Daun Sirsak segar, Dimetil Sulfoksida (DMSO), etanol 70%,
Saboroud Dextrose Agar (SDA), Nutrient Agar (NA), Pota-
to Dextrose Broth (PDB), natrium hipoklorit (NaOCl) 5%,
dan kloramfenikol 0,005%. Alat yang digunakan terdiri dari
aluminium foil, autoklaf, batang pengaduk, blank paper disc,
cawan petri, cutter, erlenmeyer, cover glass, gelas kimia, ge-
las ukur, gunting, hotplate, inkubator, ose bulat, kapas, LAF
(Luminary Air Flow), lampu spiritus, mikroskop, rotary eva-
porator, object glass, oven, pinset, pisau, swab steril, tabung
reaksi, dan timbangan analitik.

2.2 Metode
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian ekspe-

rimental di laboratorium dengan melakukan proses isolasi,

identifikasi, dan pengujian aktivitas antibakteri fungi endofit
daun sirsak (Annona muricata Linn.) Terhadap pertumbuhan
Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis. Penelitian ini dilaku-
kan mulai pada bulan Januari sampai dengan Maret 2024,
dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Farma-
si Politeknik Kesehatan Kemenkes Makassar.

2.3 Isolasi Dan Pemurnian Fungi Endofit Daun Sir-
sak (Annona muricata Linn.)

Daun sirsak (Annona muricata Linn.) yang masih segar di-
bersihkan dengan cara dicuci dengan air mengalir selama 10
menit, selanjutnya permukaan daun disterilkan dengan cara
daun direndam berturut-turut dengan menggunakan alkohol
75% selama 1 menit, selanjutnya direndam dengan Natrium
Hipoklorit (NaOCl) 5% selama 5 menit, dan direndam kem-
bali dengan alkohol 75% selama 30 detik. Setelah itu daun
tersebut dimasukkan ke dalam cawan petri dan dikeringkan.
Setelah kering dipotong dengan ukuran ± 1 cm di atas object
glass steril. Potongan daun tersebut kemudian diinokulasi-
kan ke dalam media Sabaraud Dextrose Agar (SDA) yang
telah ditambahkan kloramfenikol 0,005% sebelumnya di da-
lam cawan petri. Diinkubasi pada suhu 25oC selama 5-7 hari.

Semua koloni fungi endofit yang telah tumbuh pada me-
dia SDA kemudian dilakukan proses pemurnian dengan cara
menginokulasikannya kembali pada media SDA dan diinku-
basi selama 3 hari pada suhu 25oC dan diulangi beberapa
kali sehingga diperoleh koloni tunggal. Setelah diinkubasi,
diperoleh beberapa jenis fungi murni yang dapat dibedakan
berdasarkan bentuk dan warna koloni. Semua koloni kemu-
dian dikultur kembali berulang-ulang hingga diperoleh isolat
murni fungi endofit (Pakadang et al., 2021).

2.4 Pengujian aktivitas antibakteri Fungi Endofit
Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) Terhadap Per-
tumbuhan Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis Den-
gan Metode Difusi Agar Menggunakan Paper disc

Masing-masing isolat fungi endofit yang telah dimurnikan,
dilanjutkan ke tahap fermentasi untuk memperoleh metabo-
lit sekunder yang memiliki sifat sebagai antibakteri. Isolat
murni dibuat starter di dalam cawan petri yang berisi me-
dium SDA, kemudian diinkubasi selama 2-3 hari pada suhu
25oC. Isolat yang tumbuh kemudian di potong berbentuk ko-
tak dan diinokulasikan ke dalam labu erlenmeyer yang berisi
media cair Potato Dextrose Broth dan diinkubasi lagi selama
3-5 hari. Setelah dilakukan fermentasi selama 5 hari, hasil
fermentasi diekstraksi dengan pelarut etil asetat mengguna-
kan corong pisah. Pelarut etil asetat yang bersifat semi polar
sehingga dapat digunakan untuk menarik senyawa yang ber-
sifat polar dan non polar (Rante et al. 2020).

Ekstrak etil asetat dari masing-masing isolat kemudian
diuapkan menggunakan rotary evaporator sehingga dipero-
leh ekstrak kental. Ekstrak kental dimasukkan ke dalam ca-
wan porselin yang sebelumnya telah ditimbang (berat cawan
kosong). Ekstrak kemudian diuapkan kembali di atas water
bath hingga ekstrak mengering dan di timbang kembali ca-
wan beserta ekstraknya. Ekstrak yang diperoleh kemudian
digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri mengguna-
kan metode disc diffution. Dilakukan hal yang serupa terha-
dap semua isolat fungi endofit murni yang diperoleh.

Ekstrak etil asetat dari masing-masing isolat fungi endo-
fit ditimbang kemudian disuspensikan menggunakan DM-
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TABEL 1: HASIL ISOLAT FUNGI ENDOFIT DARI DAUN SIRSAK

(Annona muricata LINN.)

Bahan Uji Jumlah Isolat
Daun Sirsak 5

SO (konsentrasi 100%). Paper disc direndam dalam masing-
masing suspense bahan uji. Bakteri uji Vibrio cholerae diulas
pada permukaan media Mueller Hinton Agar (MHA). Paper
disc kemudian diletakkan sedemikan rupa pada permukaan
media MHA. Cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 1 x 24 jam hingga 2 x 24 jam. Perlakuan yang
sama dilakukan untuk bakteri uji Bacillus subtilis. Pengama-
tan dilakukan dengan mengukur zona hambat pertumbuhan
pada sekeliling isolat dengan pembanding control negative
DMSO. Zona hambat ditandai dengan adanya daerah bening
di sekitar paper disc.

3.HASIL

3.1 Isolasi Fungi Endofit Dari Daun Sirsak (Annona
muricata Linn.)

Hasil isolasi fungi endofit yang berhasil diperoleh terdi-
ri dari 5 isolat. Isolat fungi endofit yang dapat dilihat pada
Gambar 1.

Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etil Asetat Isolat Fungi
Endofit Dari Daun Sirsak (Annona muricata Linn.)
terhadap Bakteri Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis

Hasil penelitian yang diperoleh berupa zona hambat iso-
lat fungi endofit dari Daun Sirsak (Annona muricata Linn.)
terhadap Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis selama 1x24
jam, suhu 37°C (Tabel 2).

4. PEMBAHASAN
Isolasi, identifikasi dan aktivitas antibakteri fungi endofit

daun sirsak (Annona muricata Linn.) dilakukan untuk me-
nentukan jumlah isolate fungi endofit yang terdapat dalam
Daun sirsak. Masing-masing isolat kemudian diidentifikasi
dengan membandingkan koloni yang tumbuh secara makros-
kopis dan mikroskopis dengan literatur yang tersedia. Se-
lanjutnya isolat-isolat tersebut diuji aktivitas antibakterinya
terhadap Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis.

Fungi endofit merupakan fungi yang hidup dan berasosia-
si di dalam jaringan tumbuhan, sehingga tahapan awal yang
dilakukan adalah melakukan sterilisasi permukaan bahan
uji yaitu daun sirsak. Sterilisasi permukaan dilakukan den-
gan tujuan untuk membunuh mikroorganisme yang hidup
di permukaan daun. Sterilisasi permukaan dilakukan dengan
menggunakan Alkohol 75% dan Natrium Hipoklorit 5%.
Natrium Hipoklorit 5% digunakan karena dapat membunuh
bakteri sebesar 98% dengan waktu kontak 30 detik (Mahara-
ni, 2018) sedangkan penggunaan Alkohol 75% karena dapat
melarutkan membrane lipid dan mendenaturasikan protein
pada mikroba sehingga membunuh mikroorganisme (Auliya
et al.,2021). Daun sirsak yang telah disterilkan permukaann-
ya selanjutnhya diinokulasi pada media SDA dan diinkubasi
selama 5-7 hari, pada suhu 25o C. Setelah proses isolasi di-
dapatkan sebanyak 5 isolat murni fungi endofit yaitu isolat
DS (Daun Sirsak) Putih, isolat DS (Daun Sirsak) Toska, iso-
lat DS (Daun Sirsak) Hijau, isolat DS (Daun Sirsak) Cream,

isolat DS (Daun Sirsak) Coklat Kehitaman.

Koloni isolat DS Putih secara makroskopik berwarna pu-
tih dan lembut seperti kapas, dan secara mikroskopik memi-
liki konidia, konidofor dan cabang konidiofor. Berdasarkan
hal tersebut maka isolat DS Putih diduga adalah Cylindro-
cladium sp merujuk pada (Manurung & Kurniatuhadi, 2022)
mengatakan bahwa Cylindrocladium sp berwarna putih di-
bagian atas, bawah, dan tepi secara mikroskopis memiliki hi-
fa bersekat, spora yang halus, memiliki konidia, konidiofor,
dan cabang konidiofor. Sedangkan menurut (Hutajulu et al.,
2019) Cylindrocladium sp secara makroskopik koloni ber-
warna putih dan mikroskopiknya memiliki Konidiofor, ca-
bang konidiofo dan klamdiospora.

Koloni isolat DS Toska memiliki penampakan makrosko-
pik berwarna toska dan berbentuk seperti beludru dan mi-
kroskopik memiliki konidia atas berwarna hijau, terdapat
spora, dan konidiofor tidak berwarna. Isolat DS Toska didu-
ga sebagai Aspergillus fumigatus. Hal ini merujuk pada hasil
penelitian yang telah dilakukan peneliti-peneliti sebelumnya.
Berdasarkan penelitian (Jamilatun et al., 2020) secara ma-
kroskopik, Aspergillus fumigatus memiliki koloni berwar-
na hijau kebiruan, tekstur kasar dan koloninya tebal. Pene-
litian lainnya (Lindawati & Rini, 2019) menyatakan jika ma-
sih muda, koloni Aspergillus fumigatus akan berwarna pu-
tih, dan akan berubah menjadi hijau seiring dengan terben-
tuknya konidia. Kepala konidia berbentuk kolumnar, koni-
diofor pendek, berdinding halus, dan berwarna hijau. Semen-
tara merujuk pada (Indriani et al., 2020) mengatakan bahwa
Aspergillus fumigatus secara mikroskopis memiliki konidia
atas berwarna hijau, terdapat spora hasil dari rantai panjang
spora, dan konidiofor tidak berwarna. Aspergillus fumigatus
secara makroskopis pertumbuhan permukaan koloni nampak
seperti beludru, memiliki bulu halus, menunjukkan berba-
gai nuansa hijau, paling sering biru-hijau ke abu-abu-hijau
dengan batas putih sempit. Pengamatan secara mikroskopis
nampak hasil dengan ciri-ciri hifa tidak bersepta, memili-
ki konidiofor yang memanjang dengan dinding yang halus
serta pada ujung vesikel berbentuk gada, dan konidia yang
berbentuk kolumnar memanjang (Nontji et al., 2023). Me-
nurut (Urip et al., 2021) secara makroskopik, koloni jamur
Aspergillus fumigatus berwarna hijau tua yang sekelilingnya
berwarna putih pada bagian sampingnya, dengan ukuran dia-
meter sekitar 2-3 cm dan dengan bentuk bulat dan memiliki
permukaan halus menyerupai beludru dengan karakteristik
hifa tidak bersekat, mempunyai konidiofor yang memanjang
dengan dinding halus, konidia yang berbentuk kolumnar, ko-
nidiofor yang melekat pada ujung konidia.

Isolat DS Hijau memiliki penampakan makroskopik kolo-
ni berwarna hijau dan berbentuk seperti beludru dan secara
mikroskopik terlihat adanya tangkai konidia (hifa), vesikel,
dan konidiofor. Berdasarkan hal tersebut maka isolat DS Hi-
jau diduga adalah Aspergillus flavus merujuk pada hasil pe-
nelitian (Murtafi’ah, 2021) yang menyatakan bahwa Asper-
gillus flavus secara makroskopik berwarna hijau dan secara
mikroskopisnya memiliki tangkai konidia (hifa) bening tidak
bersepta, vesikel dan konidiofor. Menurut penelitian (Putra et
al., 2020), koloni Aspergillus flavus nampak berwarna hijau
sampai hijau kekuningan dengan bentuk koloni granular dan
kompak. Koloni yang masih muda berwarna putih dan war-
nanya berubah menjadi hijau kekuningan setelah membentuk
konidia. Pengamatan A. flavus tampak vesikel yang memili-
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TABEL 2: HASIL UJI AKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT FUNGI ENDOFIT DAUN SIRSAK (Annona muricata LINN.) TERHADAP

PERTUMBUHAN Vibrio cholerae

Bahan Uji Perlakuan Diameter Zona Hambat (mm) Total Rata-rata1 2 3

Vibrio cholerae 1x24 jam

Putih 24 17 22 63 21
Toska 21,5 19,5 20,5 61,5 20,3
Hijau 23 15 21 59 19,67
Cream 19,5 20,5 15 55 18,3
Coklat Kehitaman 20 17,5 17,5 55 18,3
Kontrol Negatif 0 0 0 0 0

Vibrio cholerae 2x24 jam

Putih 13,5 15,5 13 42 14
Toska 8,5 8 7 23 7,83
Hijau 7,75 7,5 8 23,25 7,75
Cream 0 0 0 0 0
Coklat Kehitaman 0 0 0 0 0
Kontrol Negatif 0 0 0 0 0

TABEL 3: HASIL UJI AKTIVITAS EKSTRAK ETIL ASETAT ISOLAT FUNGI ENDOFIT DAUN SIRSAK (Annona muricata LINN.)
TERHADAP PERTUMBUHAN Bacillus subtilis

Bahan Uji Perlakuan Diameter Zona Hambat (mm) Total Rata-rata1 2 3

Bacillus subtilis 1x24 jam

Putih 16 17 16,5 49,5 16,5
Toska 20,5 18,5 19 58 19,33
Hijau 20,5 15,5 16,5 52,5 17,5
Cream 15,5 16 16 47,5 15,83
Coklat Kehitaman 15,5 16 16,5 48 16
Kontrol Negatif 0 0 0 0 0

Bacillus subtilis 2x24 jam

Putih 12 15 13,5 40,5 13,5
Toska 11 9,5 8 28,5 9,5
Hijau 10 9,5 9,75 29,25 9,75
Cream 7 8,5 7,75 23,25 7,75
Coklat Kehitaman 7,5 10 7,5 25 8,3
Kontrol Negatif 0 0 0 0 0

TABEL 4: HASIL ANALISIS MANN WHITNEY EKSTRAK ETIL ASETAT ISOLAT FUNGI ENDOFIT DAUN SIRSAK (Annona muricata
LINN.) TERHADAP PERTUMBUHAN Vibrio cholerae

Bakteri Uji Perlakuan N Zona Hambatan Pertumbuhan Bakteri Uji
Mean Std.dev Median Min Max

Vibrio cholerae 1x24 jam

Isolat DS Putih 3 21.0000 3.60555 22.00a 17.00 24.00
Isolat DS Toska 3 20.5000 1.00000 20.50ab 19.50 21.50
Isolat DS Hijau 3 19.6667 4.16333 21.00abc 15.00 23.00
Isolat DS Cream 3 18.3333 2.92973 19.50abcd 15.00 20.50
Isolat DS Coklat Kehitaman 3 18.3333 1.44338 17.50abcd 17.50 20.00

Vibrio cholerae 2x24 jam

Isolat DS Putih 3 14.0000 1.32288 13.50 13.00 25.50
Isolat DS Toska 3 7.8333 0.76376 8.00p 7.00 8.50
Isolat DS Hijau 3 7.7500 0.25000 7.75pq 7.50 8.00
Isolat DS Cream 3 7.5000 0.00000 7.50pq 7.50 7.50
Isolat DS Coklat Kehitaman 3 7.0000 0.00000 7.00p 7.00 7.00

Keterangan: abcd : menunjukkan aktivitas yang tidak berbeda nyata dalam menghambat pertumbuhan Bacillus subtilis pqrs : menunjukkan
aktivitas yang tidak berbeda nyata dalam menghambat pertumbuhan Bacillus subtilis
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Gambar. 1: Karakteristik Isolat Fungi Endofit Dari Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) Secara Makroskopik dan Mikroskopik

ki bentuk bulat hingga lonjong. Konidianya berbentuk bulat
serta konidiofornya panjang dan berbentuk silinder. Menu-
rut (Nontji et al., 2023), Aspergillus flavus secara makrosko-
pis yaitu terlihat koloni tampak seperti tepung dimana mula-
mula berwarna putih hijau dengan diakhir nampak hijau tebal
serta secara mikroskopis Aspergillus flavus yang terdiri atas
konidia, vesikel serta konidiofor. Penelitian lainnya menye-
butkan Aspergillus flavus menghasilkan koloni yang berwar-
na kuning hijau atau coklat pucat, abu-abu hingga kehitaman.
Konidiofornya tidak berwarna, bagian atas agak bulat ser-

ta konidia kasar dengan bermacam-macam warna, berukuran
kurang lebih 1 mm, dan tepat dibawah vesikel bulat biasanya
kasar (Lindawati & Rini, 2019).

Isolat DS Cream secara makroskopik nampak koloni ber-
warna cream dan berbentuk seperti beludru serta penampa-
kan mikroskopiknya terlihat adanya konidia, spora hasil da-
ri rantai panjang spora, dan konidiofor tidak berwarna. Ber-
dasarkan hal tersebut maka isolat DS Cream diduga ada-
lah Aspergillus terreus merujuk pada (Indriani et al., 2020)
yang menyatakan bahwa secara makroskopik koloni berwar-
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TABEL 5: HASIL ANALISIS MANN WHITNEY EKSTRAK ETIL ASETAT ISOLAT FUNGI ENDOFIT DAUN SIRSAK (Annona muricata
LINN.) TERHADAP PERTUMBUHAN Bacillus subtilis

Bakteri Uji Perlakuan N
Zona Hambatan Pertumbuhan Bakteri Uji

Mean Std.dev Median Min Max

Bacillus subtilis 1x24 jam

Isolat DS Putih 3 16.5000 0.50000 16.50 a 16.00 17.00
Isolat DS Toska 3 19.3333 1.04083 19.00 b 18.50 20.50
Isolat DS Hijau 3 17.5000 2.64575 16.50 abc 15.50 20.50
Isolat DS Cream 3 15.8333 0.28868 16.00 acd 15.50 16.00
Isolat DS Coklat Kehitaman 3 16.6667 1.25831 16.50 acd 15.50 18.00

Bacillus subtilis 2x24 jam

Isolat DS Putih 3 13.5000 1.50000 13.50 12.00 15.00
Isolat DS Toska 3 9.5000 1.50000 9.50 q 8.00 11.00
Isolat DS Hijau 3 9.7500 0.25000 9.75 qr 9.50 10.00
Isolat DS Cream 3 7.7500 0.75000 7.75[qs] 7.00 8.50
Isolat DS Coklat Kehitaman 3 8.3333 1.44338 7.50 qrs 7.50 10.00

Keterangan: abcd : menunjukkan aktivitas yang tidak berbeda nyata dalam menghambat pertumbuhan Bacillus subtilis pqrs : menunjukkan
aktivitas yang tidak berbeda nyata dalam menghambat pertumbuhan Bacillus subtilis

na krem, dengan tekstur beludru. Secara mikroskopik, tang-
kai konidia, konidiofor yang kasar tidak berwarna, vesikel
dan spora/konidia berbentuk seperti elips berwarna hijau ke-
biruan. Uji makroskopik Aspergillus terreus berwarna pu-
tih kekuningan hingga kecoklatan dan hasil uji mikroskopis
nampak adanya konidia dengan jumlah yang sedikit. Vesikel
berbentuk bulat dan terdapat konidiofor panjang dan pendek.
Konidiofor dari Aspergillus terreus berwarna coklat kekunin-
gan yang akan bertambah gelap dengan bertambahnya umur
koloni. Kepala konidia nampak berwarna coklat kekuningan,
kompak, konidiofor berwarna hialin dan berdinding halus.
Vesikula berbentuk semi bulat. Konidia berbentuk bulat hing-
ga elips, berdiameter 1,5 – 2,5 m, berwarna hialin hingga
kuning muda dan berdinding halus (Febriyossa & Salsabil,
2022).

Isolat DS Coklat Kehitaman memiliki penampakan ma-
kroskopik koloni berwarna Coklat Kehitaman dan berben-
tuk seperti beludru serta mikroskopiknya memiliki vesikel
dan konidia berbentuk bulat, konidiofornya Panjang dan ti-
dak berwarna (hialin). Pada penelitian (Fatur et al., 2023) ci-
ri makroskopis Aspergillus niger yaitu memiliki koloni ber-
warna hitam kecoklatan. Menurut (Putra et al., 2020), As-
pergillus niger secara mikroskopis memiliki vesikel dengan
bentuk bulat memiliki diameter yang berkisar antara 17,52
sampai 23,4 µm. Pada permukaan vesikelnya terdapat sterig-
ma kemudian fialid, dimana konidianya terdapat. Konidian-
ya berbentuk bulat dengan kisaran diameter antara 3,5 sam-
pai 4,5 µm. Konidioforanya panjang dan berbentuk silinder
serta tidak berwarna (hialin). Bayjili et al., (2023) menyata-
kan secara makroskopis tampak koloni Aspergillus niger ber-
warna hitam kecoklatan dan menurut (Septiana et al., 2023),
secara makroskopik Aspergillus niger memiliki koloni ber-
bentuk bulat, memiliki tekstur yang lembut, tepi koloni rata
berwarna coklat dan dapat pula kehitaman serta pengama-
tan mikroskopiknya konidiofor tumbuh tegak lurus dan tidak
bercabang, vesikel berbentuk bulat, memilki konidia berben-
tuk bulat dan hitam.

Semua isolat yang sudah murni tersebut kemudian difer-
mentasikan. Tujuan proses ini adalah untuk menghasilkan
metabolit sekunder yang memiliki sifat sebagai antibakteri.
Fermentasi dilakukan dengan cara isolat murni dibuat star-
ter dengan menumbuhkannya pada media SDA di dalam ca-
wan petri, dan diinkubasi selama 2-3 hari hingga isolat tum-

buh. Isolat yang telah tumbuh kemudian di potong berbentuk
kotak dan dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer yang be-
risi media Potato Dextrose Broth (PDB), kemudian diinku-
basi selama 2-3 minggu dengan sesekali diaduk. Setelah 2-3
minggu, hasil fermentasi selanjutnya diekstraksi mengguna-
kan pelarut etil asetat di dalam corong pisah. Tujuan meng-
gunakan pelarut etil asetat karena pelarut etil asetat yang me-
miliki sifat semi polar sehingga akan didapatkan komponen
yang bersifat polar dan non polar ( Rante et.al 2023), selain
itu etil asetat juga memiliki densitas yang lebih rendah dari
air sehingga pada proses ekstraksi dengan corong pisah akan
terjadi dua lapisan yang terpisah karena pada media PDB
yang digunakan pada proses fermentasi menggunakan air se-
bagai pelarut. Selanjutnya ekstrak etil asetat dari masing-
masing isolat fungi endofit diuapkan menggunakan rotary
evaporator dan diuapkan kembali di atas water bath hing-
ga didapatkan ekstrak yang kering. Masing-masing ekstrak
kemudian disuspensikan dengan DMSO sesuai berat ekstrak
masing-masing sehingga diperoleh konsentrasi 100%.

Pengujian aktivitas antibakteri menggunakan metode difu-
si agar dengan merendam blank paper disc di dalam masing-
masing ekstrak selama 30 menit, kemudian paper disc terse-
but diletakkan pada permukaan media Mueller Hinton Agar
(MHA) yang telah diinokulasikan bakteri uji. Selanjutnya ca-
wan petri diinkubasi pada suhu 37oC selama 1x24 jam, dia-
meter zona hambat berupa daerah bening di sekitar paper
disc diamati dan diukur. Inkubasi dilanjutkan hingga 2x24
jam, kemudian diamati dan diukur lagi zona hambat yang
terbentuk. Jika selama 2x24 jam zona hambat masih terben-
tuk, maka isolat tersebut dinyatakan memiliki sifat bakterisi-
da yaitu dapat membunuh bakteri uji, tetapi jika zona hambat
hanya terbentuk pada masa inkubasi 1 x 24 jam dan setelah 2
x 24 jam bakteri uji tumbuh kembali (daerah bening di sekitar
paper disc kembali ditumbuhi bakteri) maka isolat dinyata-
kan bersifat bakteriostatik (hanya menghambat pertumbuhan
bakteri uji).

Hasil pengujian terhadap aktivitas antibakteri Vibrio cho-
lerae 1x24 jam diperoleh rata-rata zona hambat pada isolat
DS Putih sebesar 21 mm; isolat DS Toska sebesar 20,5 mm;
isolat DS Hijau sebesar 19,67 mm; isolat DS Cream sebe-
sar 18,3 mm; isolat DS Coklat Kehitaman sebesar 18,3 mm.
Sedangkan pada pengamatan 2x24 jam jam diperoleh rata-
rata zona hambat pada isolat DS Putih sebesar 14 mm; iso-
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lat DS Toska sebesar 7,83 mm; isolat DS Hijau sebesar 7,75
mm; namun tidak diperoleh rata- rata zona hambat pada DS
Coklat Kehitaman dan DS Cream yang berarti isolat Coklat
Kehitaman dan cream tidak dapat membunuh pertumbuhan
bakter Vibrio cholerae.

Pengujian aktivitas antibakteri Bacillus subtilis 1x24 jam
diperoleh rata-rata zona hambat pada isolat DS Putih sebesar
16,5 mm; isolat DS Toska sebesar 19,33 mm; isolat DS Hijau
sebesar 17,5 mm; isolat DS Cream sebesar 15,83 mm; isolat
DS Coklat Kehitaman sebesar 16 mm. Sedangkan pada pen-
gamatan 2x24 jam jam diperoleh rata-rata zona hambat pada
isolat DS Putih sebesar 13,5 mm; isolat DS Toska sebesar
9,5 mm; isolat DS Hijau sebesar 9,75 mm; isolat DS Cream
sebesar 7,75 mm; Isolat DS Coklat Kehitaman sebesar 8,3
mm.

Uji analisis statistik pada data aktivitas antibakteri isolat
fungi endofit Daun Sirsak terhadap kedua bakteri uji meng-
gunakan SPSS. Berhubung ada data yang tidak normal ma-
ka pengujian dilakukan dengan uji non-parametrik yaitu uji
Kruskal Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann Whitney.
Uji nonparametrik Mann-Whitney dilakukan dengan tujuan
untuk mengetahui perbedaan aktivitas antibakteri isolat fungi
endofit yang satu dengan yang lainnya. Berdasarkan analisis
uji Mann Whitney yang telah dilakukan pada data dari bak-
teri uji Vibrio cholerae 1 x 24 jam diperoleh nilai sig >0,05
pada pengujian isolat DS Putih memiliki aktivitas yang tidak
berbeda nyata dengan isolat DS Toska, isolat DS Hijau ,isolat
DS Cream dan isolat DS Coklat Kehitaman. Isolat DS Tos-
ka memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata dengan isolat
DS Hijau ,isolat DS Cream dan isolat DS Coklat Kehitaman.
Isolat DS Hijau memiliki aktivitas yang tidak berbeda nya-
ta dengan isolat DS Cream dan isolat DS Coklat Kehitaman.
Isolat DS Cream memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata
dengan isolat DS Coklat Kehitaman.

Uji aktivitas antibakteri terhadap Vibrio cholerae 2x24 jam
diperoleh nilai sig >0.05 pada pengujian Isolat DS Toska me-
miliki aktivitas yang tidak berbeda nyata dengan isolat DS
Hijau ,isolat DS Cream dan isolat DS Coklat Kehitaman.
Isolat DS Hijau memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata
dengan isolat DS Cream. Sedangkan pada pengujian lainnya
yaitu isolat DS Putih dengan isolat DS Toska, Isolat DS Hi-
jau, isolat DS Cream, dan isolat DS Coklat Kehitaman mem-
peroleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan yang nyata
dalam membunuh pertumbuhan bakteri uji Vibrio cholerae.
Isolat DS Hijau dengan isolat DS Coklat Kehitaman mempe-
roleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan yang nyata
dalam membunuh pertumbuhan bakteri uji Vibrio cholerae.
Isolat DS Cream dengan isolat DS Coklat Kehitaman mem-
peroleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan yang nyata
dalam membunuh pertumbuhan bakteri uji Vibrio cholerae.

Uji non-parametrik Mann-Whitney pada uji aktivitas anti-
bakteri Bacillus subtilis 1x24 jam diperoleh nilai sig >0,05
pada pengujian isolat DS Putih memiliki aktivitas yang ti-
dak berbeda nyata dengan DS Hijau ,isolat DS Cream dan
isolat DS Coklat Kehitaman. Isolat DS Toska memiliki akti-
vitas yang tidak berbeda nyata dengan isolat DS Hijau. Isolat
DS Hijau memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata den-
gan isolat DS Cream dan isolat DS Coklat Kehitaman. Isolat
DS Cream memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata den-
gan isolat DS Coklat Kehitaman. Sedangkan pada pengujian
lainnya yaitu isolat DS Putih dengan isolat DS Toska, mem-

peroleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan yang nyata
dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji Bacillus subti-
lis. Isolat DS Toska dengan isolat DS Cream dan Isolat DS
Coklat Kehitaman diperoleh nilai sig <0,05 yang berarti ada
perbedaan yang nyata dalam menghambat pertumbuhan bak-
teri uji Bacillus subtilis.

Uji Mann-Whitney pada uji aktivitas antibakteri Bacillus
subtilis 2x24 jam diperoleh nilai sig >0.05 pada pengujian
Isolat DS Toska memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata
dengan isolat DS Hijau ,isolat DS Cream dan isolat DS Co-
klat Kehitaman. Isolat DS Hijau memiliki aktivitas yang ti-
dak berbeda nyata dengan isolat DS Coklat Kehitaman. Isolat
DS Cream memiliki aktivitas yang tidak berbeda nyata den-
gan isolat DS Coklat Kehitaman. Sedangkan pada pengujian
lainnya yaitu isolat DS Putih dengan isolat DS Toska, Isolat
DS Hijau, isolat DS Cream, dan isolat DS Coklat Kehita-
man memperoleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan
yang nyata dalam membunuh pertumbuhan bakteri uji Baci-
llus subtilis. Isolat DS Hijau dengan isolat DS Cream mem-
peroleh nilai sig <0,05 yang berarti ada perbedaan yang nyata
dalam membunuh pertumbuhan bakteri uji Bacillus subtilis.

Berdasarkan pengujian yang telah dilakukan disimpulkan
bahwa pada bakteri uji Vibrio cholerae, isolat DS Cream dan
DS Coklat Kehitaman bersifat bakteriostatik (menghambat),
sedangkan isolate DS putih, toska dan hijau bersifat bakte-
risida (membunuh). Pada bakteri uji Bacillus subtilis, semua
isolat fungi endofit daun sirsak bersifat bakteriosida (mem-
bunuh).

5. KESIMPULAN
Berdasarkan data pengamatan yang diperoleh pada pene-

litian ini, peneliti dapat menyimpulkan bahwa. Isolasi fun-
gi endofit daun sirsak (Annona muricata Linn.) yang telah
dilakukan memperoleh 5 isolat murni yang diduga meliputi
Cylindrocladium sp, Aspergillus fumigatus, Aspergillus fla-
vus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger. Isolat fungi endo-
fit daun sirsak (DS Putih, DS Toska, DS Hijau, DS Cream
dan DS Coklat Kehitaman) memperlihatkan adanya aktivitas
antibakteri terhadap Vibrio cholerae dan Bacillus subtilis.
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