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Aktivitas Antibakteri Metabolit Rhizopus sp.
Asal Usar Daun Jati terhadap Salmonella typhi

Antibacterial Activity of Rhizopus sp. Metabolites
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Abstrak

Kapang Rhizopus sp. berperan sebagai inokulum utama dalam fermentasi tempe. Inokulum dalam
fermentasi tempe juga dapat diperoleh secara alami dari usar daun jati. Rhizopus sp. yang tumbuh pada
kedelai akan menghasilkan metabolit yang telah dikaji sebagai antidiare yang disebabkan bakteri Salmonella
typhi sebagai penyebab demam tifoid yang masih menjadi penyakit endemis di Indonesia. Penelitian ini
bertujuan untuk mempelajari aktivitas antibakteri metabolit Rhizopus sp. asal usar daun jati terhadap S. typhi.
Metabolit Rhizopus sp. diproduksi pada media Sabouraud Dextrose Broth (SDB) selama 5 hari. Uji antibakteri
metabolit mengunakan metode difusi kertas. Isolasi dari usar daun jati memperoleh satu isolat kapang yang
teridentifikasi Rhizopus sp. Hasil uji menunjukkan bahwa crude metabolit Rhizopus sp. mempunyai aktivitas
antibakteri kategori sedang terhadap S. typhi.
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Abstract

The mold Rhizopus sp. plays a role as the main inoculum in Tempeh fermentation. Inoculum for Tempeh fermentation
can also be naturally obtained from the leaves of the Teak tree. The mold Rhizopus sp. that grows on soybeans will produce
metabolites that have been studied as anti-diarrheal agents against Salmonella typhi, the bacterium causing typhoid fever,
which remains an endemic disease in Indonesia. This research aimed to study the antibacterial activity of metabolites from
Rhizopus sp. originating from teak tree leaves against S. typhi. Metabolites from Rhizopus sp. are produced in Sabouraud
Dextrose Broth (SDB) media for 5 days. The antibacterial test of metabolites was conducted using the paper diffusion
method. Mold isolation from Teak tree leaves yields an isolate identified as Rhizopus sp. The test results indicate that the
crude metabolites of Rhizopus sp. have a moderate antibacterial activity against S. typhi.
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Pendahuluan

Rhizopus sp. berperan sebagai
inokulum utama dalam pembuatan tempe
yang berfungsi sebagai agensia pengubah
kedelai rebus menjadi tempe melalui proses
fermentasi. Pertumbuhan miselium Rhizopus
sp. menjadikan biji kedelai merekat sehingga
terbentuk tekstur yang memadat. Rhizopus
sp. berperan merombak senyawa kompleks
protein menjadi senyawa-senyawa lebih
sederhana yang mudah diserap oleh tubuh.

Pertumbuhan Rhizopus sp. pada
kedelai akan menghasilkan metabolit yang
dapat dimanfaatkan sebagai penghambat
pertumbuhan bakteri Gram positif dan
bakteri Gram negatif seperti kelompok
Enterobacteriaceae. Menurut Brooksetal. (2012),
kelompok Enterobacteriaceae merupakan
bakteri Gram negatif penyebab diare dengan
contoh spesies diantaranya adalah Escherichia
coli, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, dan
Vibrio cholerae. Hasil penelitian Maskar (2013),
menyatakan bahwa terapi tempe pada anak
yang terkena diare menyebabkan periode diare
lebih pendek sehingga penderita lebih cepat
sembuh. Hal tersebut disebabkan oleh adanya
komponen antidiare yang dikandung tempe.
Hasil penelitian Babu et al. (2009) menyebutkan
bahwa orang Indonesia yang secara rutin
mengonsumsi tempe akan terhindar dari
penyakit disentri dan gangguan pencernaan.

Konsumsi kacang kedelai yang
difermentasi Rhizopus sp dapat mengurangi
keparahan dan waktu diare pada anak
babi yang disebabkan oleh Enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC) K88 dibandingkan
kacang kedelai panggang (Kiers et al., 2003).
Senyawa metabolit R. oligosporus NRRL
2710 menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap patogen yang diuji dengan urutan
penghambatan tertinggi pada E. coli dan
S. typhi, diikuti Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Corynebacteria
diphtheriae dan Klebsiella pneumoniae
(Fadahunsi et al., 2013). Rhizopus sp. IP dan
Rhizopus sp. IJ yang diisolasi dari inokulum
tempe komersial juga mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Vibrio cholerae dengan
kategori yang sama besar. (Khikmah &
Haloho, 2021).

Rhizopus sebagai inokulum pada tempe
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yang digunakan pengrajin tempe pada saat
ini sebagian besar berasal dari inokulum
komersial yang dijual di pasaran dalam
bentuk serbuk kering pembawa spora.
Inokulum juga dapat berasal dari usar berupa
kapang Rhizopus yang diperoleh langsung
dari daun pembungkus tempe. Daun tersebut
di antaranya daun jati (Tectona grandis), dan
daun waru (Hibiscus tiliaceus L). Permukaan
bawah daunjati dan daun waru secara alami
memiliki bulu-bulu halus (trikoma) sebagai
tempat penempelan spora Rhizopus dari
udara. Spora akan tumbuh menjadi miselium
berwarna putih. Penggunaan usar sebagai
inokulum tempe pada saat ini semakin
berkurang karena alasan ketidakpraktisan
dalam penyiapannya sehingga pengrajin
tempe banyak menggunakan inokulum
komersial.

Usar merupakan sumber inokulum
Rhizopus bersifat indigenous yang didapatkan
secara alami. Penggunaan inokulum
indigenous dalam fermentasi tempe dapat
diarahkan sebagai salah satu upaya untuk
menjaga keanekaragaman dan kelestarian
Rhizopus yang ada di Indonesia agar tidak
punah. Metabolit yang dihasilkan oleh
kapang indigenous berbasis usar diharapkan
akan sesuai sebagai antibakteri patogen
lokal, khususnya bagi bakteri penyebab diare
di Indonesia.

Bakteri Salmonella typhi merupakan
penyebab demam tifoid, yaitu infeksi akut
pada usus halus. Gejala infeksi adalah diare,
demam, lemas, mual-mual, muntah, nyeri
perut, nyeri kepala, dan nyeri otot (Brooks
et al., 2012). Di Indonesia, penyakit tersebut
merupakan penyakit endemis. Kasus diare
di Indonesia tidak terlapor secara kumulatif
di pusat data dan informasi kesehatan
Kementerian Kesehatan RI. Data yang
tersedia saat ini di Indonesia adalah data
diare yang bersifat umum. Diare yang terdata
tersebut disebabkan oleh banyak hal dan
tidak spesifik, didasarkan pada gejala klinis
atau keterangan melalui proses wawancara
tanpa penunjang diagnostik laboratorium.

Penelitian ini bertujuan untuk
mempelajari aktivitas antibakteri senyawa
metabolit Rhizopus sp. asal usar daun jati
terhadap S. typhi.
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Materi dan Metode
Sumber Isolat

Sumber isolat Rhizopus sp. berasal dari
usar daun jati yang diperoleh dari pedagang
tempe di pasar Bantengan, Wonocatur,
Banguntapan, Bantul. Bakteri uji S. typhi
diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan
(BLK) Yogyakarta.

Isolasi dan Identifikasi Rhizopus sp. dari
Usar Daun Jati

Isolasi Rhizopus sp. dilakukan dengan
memotong usar daun jati berukuran 2 x 2
cm secara aseptis, kemudian diinokulasikan
pada Potato Dextrose Agar (PDA), dan
diinkubasi selama 4 x 24 jam. Setelah
inkubasi, pertumbuhan kapang diamati dan
dilakukan pemurnian isolat.

Isolat yang telah murni kemudian
diidentifikasi berdasarkan pengamatan
secara makroskopis dan mikroskopis
mengacu pada Introduction to Food and
Airborne Fungi (Samson et al., 2004)

Produksi Metabolit Rhizopus sp.

Isolat Rhizopus sp. yang telah
teridentifikasi diinokulasi kembali pada
PDA, diinkubasi selama 4 hari, kemudian
diambil sebanyak 4 bulatan dengan perforator
berdiameter 5 mm untuk diinokulasikan
pada 20 mL Sabouraud Dextrose Broth (SDB).
Inkubasi dilakukan dalam shaker selama 5
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hari dengan kecepatan 100 rpm pada suhu
kamar. Setelah inkubasi, kultur disentrifus
3000 rpm selama 15 menit. Supernatan yang
diperoleh digunakan untuk uji aktivitas
antibakteri (Sukron et al., 2014).

Aktivitas Antibakteri Metabolit Rhizopus
sp terhadap Salmonella thypi

Uji aktivitas antibakteri Rhizopus sp.
terhadap S. typhi dilakukan menggunakan
metode difusi kertas (disc diffusion).
Material berupa blank disc dengan diameter
5 mm direndam dalam supernatan, lalu
diletakkan pada permukaan medium
Nutrien Agar (NA) yang sudah ditumbuhi
S. typhi. Kloramfenikol dengan jumlah 30
ng digunakan sebagai kontrol positif dan
akuades steril digunakan sebagai kontrol
negatif. Medium uji diinkubasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Kemampuan antibakteri
metabolit Rhizopus sp. terhadap S. typhi
ditunjukkan dengan terbentuknya zona
hambat di sekitar disc (Sukron et al., 2014).
Zona hambat yang terbentuk diamati dan
diukur diameternya menggunakan mistar
standar (mm) tanpa dikurangi dengan nilai
diameter disc. Diameter zona hambat pada
kloramfenikol (30 pg) mengacu pada CLSI
(2019), diukur tanpa dikurangi diameter disc.

Gambar 1. Pertumbuhan isolat dari usar daun jati pada media Potato Dextrose Agar (A) dan pengamatan mikroskopis
pada perbesaran 40x objektif (B). Bagian-bagian yang ditunjukkan pada gambar, meliputi: sporangium
(1), sporangifor (2), sporangiospora (3), rizoid (4), dan stolon (5).
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HASIL
Isolasi dan Identifikasi Rhizopus sp. dari
Usar Daun Jati

Satu isolat kapang berhasil diisolasi
dari usar daun jati. Koloni berwarna
abu-abu kehitaman, warna sebalik
koloni berwarna kuning, tidak memiliki
eksudat, tidak memiliki garis radial, tidak
memiliki lingkaran konsentris, koloni
berfilamen dan tekstur cottony (Gambar
1A). Morfologi mikroskopis menunjukkan
adanya sporangispora berwarna coklat
kehitaman, sporangium bulat berwarna
coklat kehitaman, memiliki kolumela
berwarna coklat berbentuk setengah bulat,
sporangofor, rizoid dan hifa tidak bersekat.
Sporangiospora berbentuk bulat coklat
kehitaman (Gambar 1B).

Isolat kapang diidentifikasi
berdasarkan karakterisasi morfologi
makroskopis dan mikroskopis dengan
mengacu pada Introduction to Food and
Airborne Fungi (Samson et al., 2004), maka
isolat teridentifikasi sebagai anggota Rhizopus
dengan ciri khas rizoid.

Aktivitas Antibakteri Metabolit Rhizopus
sp terhadap Salmonella thypi

Uji aktivitas antibakteri metabolit
Rhizopus sp. dari usar daun jati menunjukkan
bahwa Rhizopus sp. mampu menghambat
pertumbuhan S. typhi. Kemampuan tersebut
terlihat dengan terbentuknya zona hambat
berupa zona jernih di sekitar disc (Gambar 2).
Kriteria zona hambat dihitung berdasarkan
diameternya. Hasil pengukuran diameter
zona hambat disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Rata-rata diameter zona hambat antibakteri
terhadap S. typhi

Diameter zona

Antibakteri hambat (mm)
Metabolit Rhizopus sp. 7,14
Kloramfenikol 10 pg (kontrol +) 34
Akuades steril (kontrol -) 0
Pembahasan

Isolasi dan Identifikasi Rhizopus dari Usar
Daun Jati

Isolat kapang dari usar daun jati
teridentifikasi sebagai anggota Rhizopus
dengan ciri adanya rizoid. Identifikasi belum
dilakukan sampai spesies. Menurut Samson
et al. (2004), koloni Rhizopus tumbuh cepat,
hifa tidak bersepta, mempunyai stolon,
rizoid dan sporangiofor. Sporangiofor dapat
tunggal atau berkelompok, biasanya tidak
bercabang dan berfungsi untuk menyangga
sporangium yang banyak mengandung
sporagiospora. Sporangium hialin menjadi
coklat kehitaman dengan bertambahnya
umur kultur. Kolumela berwarna coklat dan
berbentuk globose. Sporangiospora berbentuk
ovoid atau elips, berwarna coklat kehitaman.

Rhizopus pada usar daunjati didapatkan
secara alami dari spora Rhizopus yang terdapat
di udara. Spora akan menempel pada daun
jati di permukaan daun bagian bawah yang
mempunyai rambut-rambut halus (trikoma),
kemudian tumbuh menjadi miselium. Proses
pembuatan dan pengeringan usar dilakukan
secara alami sehingga jumlah mikroorganisme
pada usar lebih banyak dibandingkan
inokulum komersial.

Jenis kapang yang terkandung pada usar

Gambar 2. Aktivitas antibakteri metabolit Rhizopus sp. terhadap Salmonella typhi Keterangan: Kontrol positif (K+),
kontrol negatif (K-), dan metabolit (U1-U7). Zona jernih ditunjukkan dengan tanda panah
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juga bervariasi, terdiri dari Rhizopus spp. dan
mikroorganisme lainnya. Hasil penelitian Dewi
dan Aziz (2011) mengidentifikasi sepuluh isolat
Rhizopus oligosporus dari usar daun waru,
daun jati, dan daun pisang. Hasil penelitian
lain seperti Wipradnyadewi et al (2005)
mengidentifikasi R. oligosporus dari satu
isolat USR3 usar daun waru dan Ayun et al
(2022) mendapatkan satu isolat teridentifikasi
R. stolonifer dari tempe yang dibungkus daun
pisang. Isolat-isolat tersebut diidentifikasi
berdasarkan morfologi makroskopis dan
mikroskopis. Babu et al. (2009) menyatakan
R. oligosporus mempunyai peranan utama
dalam fermentasi tempe. Codex Alimentarius
(2015) menuliskan bahwa kapang inokulum
dalam pembuatan tempe adalah Rhizopus
spp., yaitu R. oligosporus, R. oryzae, dan atau
R. stolonifer.

Aktivitas Antibakteri Metabolit Rhizopus
sp. terhadap Salimonella thypi

Aktivitas antibakteri Rhizopus sp.
terhadap S. typhi disebabkan oleh metabolit
yang dihasilkan oleh Rhizopus sp. saat
fermentasi biji kedelai menjadi tempe.
Metabolit yang dihasilkan ini bersifat
antibakteri. Aktivitas antibakteri tersebut
ditandai dengan terbentuknya zona jernih
pada media uji yang telah ditumbuhi S. typhi
yang menunjukkan bahwa metabolit Rhizopus
sp. mampu menghambat pertumbuhan S.
typhi.

Kemampuan antibakteri metabolit
Rhizopus sp yang diperoleh dalam penelitian
ini sejalan dengan beberapa hasil penelitian
dari peneliti lain. Hasil penelitian McCue et al
(2004) menunjukkan bahwa kapang Rhizopus
oligosporus NRRL 2770 pada fermentasi
kedelai menghasilkan senyawa fenolik.
Kadar fenol tertinggi diperoleh setelah 6
hari fermentasi dan dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Helicobacter pylori
penyebab infeksi dan kanker lambung.
Penelitian Fadahunsi et al. (2013) yang
melakukan fermentasi R. oligosporus NRRL
2770 pada medium Potato Dextrose Broth
(PDB) menunjukkan bahwa setelah 8 hari,
filtrat bebas sel dari R. oligosporus NRRL
2770 dapat menghambat pertumbuhan
bakteri Gram positif dan Gram negatif.
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Filtrat antibakteri tersebut bekerja optimum
pada pH 4 dan suhu 37°C. Urutan aktivitas
penghambatan metabolit Rhizopus terhadap
patogen uji pada penelitian Fadahunsi et al
(2013) adalah E. coli, S. typhi, P. aeruginosa,
dan B. subtilis dengan diameter zona 8 mm;
S. aureus, K. pneumoniae, dan C.diphtheriae
dengan diameter zona 7 mm, dan Proteus
mirabilis dengan diameter zona 6,5 mm.
Hasil penelitian Sukron et al. (2014) juga
membuktikan bahwa senyawa yang bersifat
antibakteri terdapat pada R. oligosporus Saito
yang berpengaruh terhadap pertumbuhan E.
coli dengan diameter zona hambat 5,68 mm.
Filtrat tersebut menghambat pertumbuhan
bakteri E. coli secara in vitro, sedangkan filtrat
ekstrak tempe kedelai tidak menghambat
pertumbuhan bakteri.

Filtrat atau supernatan yang dihasilkan
oleh Rhizopus sp asal usar daun jati pada
penelitian ini mempunyai aktivitas
penghambatan terhadap S. typhi dengan
diameter 7,14 mm. Nilai ini lebih rendah
dari hasil penelitian McCue et al. (2004),
tetapi lebih tinggi dari penelitian Sukron
et al. (2014). Perbedaan hasil tersebut
kemungkinan dikarenakan perbedaan jenis
metabolit antibakteri yang dihasilkan oleh
setiap spesies Rhizopus.

Pada penelitian ini metabolit antibakteri
yang dihasilkan oleh Rhizopus sp. masih
dalam bentuk kasar (crude) dan belum
diidentifikasi. Metabolit yang dihasilkan
kemungkinan termasuk golongan asam
organik karena fermentasi karbohidrat
dalam medium PDB oleh Rhizopus sp. akan
menghasilkan asam organik.

Efek aktivitas antibakteri oleh asam
organik didukung oleh kemampuan molekul
asam organik melintasi membran sel. Molekul
asam yang tidak terdisosiasi akan berdifusi
melintasi membran sel menuju sitoplasma
yang lebih basa sehingga mengganggu fungsi
metabolisme bakteri (Suskovi¢ et al., 2010).
Gangguan tersebut terwujud dalam bentuk
terganggunya transpor nutrien ke dalam sel
yang menyebabkan metabolit internal keluar
dari sel dan menyebabkan kerusakan sel
pada bakteri (Parada et al., 2007).

Dihasilkannya asam organik pada
fermentasi substrat oleh Rhizopus sp. juga
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ditunjukkan oleh hasil penelitian Oda et al
(2002). Tiga puluh delapan strain R. oryzae
yang digunakan pada fermentasi limbah
kentang selama 6 hari menghasilkan asam
laktat, asam fumarik, dan etanol. Kadar L (+)
asam laktat tertinggi (10 mg/g) dihasilkan
oleh R. oryzae IFO 4707. Hasil analisis juga
menunjukkan R. oryzae mampu menghasilkan
enzim yang menghidrolisis secara parsial
dinding sel. Hasil penelitian Ito ef al. ( 2020)
juga mendapatkan asam linoleik dari R.
oligosporus NBRC 30816 pada fermentasi
tempe. Asam tersebut mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap Streptococcus mutans
25175 penyebab karies gigi.

Beberapa penelitian telah
mengidentifikasi metabolit selain asam
organik yang dihasilkan dari fermentasi
oleh Rhizopus spp. Hasil penelitian Sohail
et al. (2014) menunjukkan bahwa ekstrak
asetonitril dan n-heksana dari miselium
R. stolonifer mempunyai potensi sebagai
antifungi dan antibakteri. Bakteri patogen
yang diuji adalah P. aeruginosa, E. coli, S.
aureus, S. aureus (resisten metisilin), dan
S. aureus (resisten vankomisin). Aktivitas
penghambatan metabolit R. stolonifer
terhadap patogen uji menunjukkan bahwa
ekstrak dalam pelarut asetonitril lebih efektif
dibandingkan pelarut n-heksana.

Kapang Rhizopus oryzae 15 yang
ditumbuhkan pada Potato Dextrose Broth
(PDB) selama 21 hari menghasilkan metil
euginol yang mempunyai aktivitas antibiotik,
benzena dan asam lemak (Peeran et al., 2018).
Metabolit sekunder metil eugenol dari R.
oryzae 6975 yang diperoleh dari fermentasi
padat selama 21 hari bersifat antijamur,
antibakteri dan feromon (Faisal & Prasad,
2016).

Ekstrak etil asetat dari R. stolonifer yang
ditumbuhkan pada medium PDB selama 12
hari mempunyai kemampuan antibakteri
terhadap Ervinia carotovora dan Xanthomonas
campestris (Iqbal et al., 2014). Kapang Rhizopus
oryzae GY18 menghasilkan asam laktat dalam
jumlah tinggi pada medium minimal dengan
sumber karbon glukosa (Guo et al., 2010).

Hasil fermentasi kedelai oleh R.
oligosporus menghasilkan metabolit asam
lemak bebas, monogliserida, dan etil asam
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lemak ester. Di antara senyawa tersebut, asam
linoleat dan asam a-linolenat menunjukkan
aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan
B. subtilis. (Kusumah et al., 2020) Asam
lemak jenuh rantai sedang dan asam lemak
bebas rantai panjang cenderung lebih aktif
menghambat bakteri Gram positif daripada
Gram negatif (Desbois & Smith, 2010). Target
utama asam lemak sebagai antibakteri adalah
membran sel. Mekanisme antibakteri melalui
peningkatan permeabilitas membran dan
lisis sel, gangguan rantai transpor elektron
dan pelepasan fosforilasi oksidatif, serta
penghambatan aktivitas enzimatik dan
penyerapan nutrien (Yoon et al., 2018).

Hasil penelitian Liasi et al. (2009),
mengkategorikan daya hambat senyawa
antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri
dalam media uji menjadi empat kategori yaitu
lemah (<5 mm), sedang (6-9 mm), kuat (10-14
mm), dan sangat kuat (15-18 mm). Diameter
zona hambat Rhizopus sp. asal usar daun jati
lebih rendah dibandingkan kloramfenikol
30 nug sebagai kontrol positif (Tabel 1).
Berdasarkan kategori daya antibakteri, daya
antibakteri Rhizopus sp. asal usar daun jati
masuk dalam kategori sedang dan daya
hambat kloramfenikol 30 pg dikategorikan
sangat kuat. Kloramfenikol (30 pg) digunakan
sebagai kontrol positif mampu menghambat
S. typhi dengan diameter zona hambat 34 mm.
Menurut CLSI (2019), interpretasi tanggapan
S. typhi terhadap kloramfenikol berdasarkan
diameter zona hambat dikelompokkan menjadi
3 yaitu susceptible atau sensitif (=18 mm),
intermediate (13-17 mm) dan resistant (€12 mm).

Hasil uji antibakteri pada penelitian
ini menunjukkan bahwa metabolit Rhizopus
sp. asal usar daun jati mempunyai potensi
sebagai antibakteri terhadap S. typhi dengan
kategori penghambatan sedang. Karakterisasi
dan identifikasi metabolit tersebut diperlukan
untuk mengetahui jenis metabolit yang bersifat
sebagai antibakteri pada crude hasil fermentasi
menggunakan medium SDB.

Kesimpulan

Metabolit Rhizopus sp. asal usar
daun jati mempunyai aktivitas antibakteri
terhadap Salmonella typhi dengan kategori
daya hambat sedang.
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