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Abstrak

Tanaman ciplukan memiliki senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri. Potensi senyawa
antibakteri kemungkinan juga dimiliki oleh bakteri endofit. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi bakteri endofit dari daun ciplukan sebagai antibakteri terhadap bakteri Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus. Metode penelitian meliputi isolasi bakteri endofit,
karakterisasi morfologi, dan uji aktivitas antibakteri. Sebanyak 8 isolat bakteri endofit berhasil
diisolasi dari daun ciplukan dan mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus
dengan diameter zona hambat berkisar antara 0,5-2 mm dan 2 isolat terhadap pertumbuhan
Escherichia coli dengan diameter sebesar 2 mm.

Kata kunci : Bakteri endofit; Daun ciplukan (Physalis angulata L.); Aktivitas antibakteri;
Escherichia coli; Staphylococcus aureus.

Abstract
Ciplukan plants has compounds that have the potential as antibacterial. The potential of
antibacterial compounds may also be possessed by the endophytic bacteria. This study aims to
isolate endophyte bacteria from ciplukan leafs that have the potential as an antibacterial in
against of Escherichia coli dan Staphylococcus aureus bacteria. The research method is
isolation endophyte bacteria, morphological characterization, and antibacterial activity test.
Eight isolates endophyte bacterial were successfully isolated from ciplukan leafs and were able
to inhibit the growth of Staphylococcus aureus bacteria with inhibition zone diameters ranging
from 0,5-2 mm and 2 isolates against the growth of Escherichia coli with a diameters of 2 mm.

Keywords: Endophyte bacteria; Ciplukan leafs (Physalia angulata L.); Antibacterial activity;
Escherichia coli; Staphylococcus aureus.

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara yang terkenal dengan tanaman herbalnya. Tanaman herbal
di Indonesia terdapat 2500 jenis yang banyak digunakan sebagai obat dalam pengobatan
tradisional (Kemendag RI, 2014). Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai obat herbal yaitu
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tanaman ciplukan (Physalis angulata L.). Potensi yang dimiliki tanaman ciplukan belum
banyak diteliti dan dimanfaatkan oleh masyarakat. Hal tersebut dikarenakan tanaman ciplukan
masih dianggap sebagai tanaman liar dan hama bagi tanaman budidaya.

Tanaman ciplukan adalah tanaman herbal tahunan yang memiliki tinggi sekitar 0,1-1
m dengan batang berwarna ungu dan hijau, berusuk bersegi tajam, berongga dan memiliki
trikoma (Alkautsari dkk., 2015). Tanaman ciplukan memiliki akar tunggang, bercabang dan
berserabut serta berwarna putih hingga kecoklatan dan intensif menyebar di permukaan tanah
(Susilowati, 2017). Buah ciplukan dilindungi oleh kelopak hijau dan tulang kelopak berwarna
ungu. Buah ciplukan berbentuk bulat dan berwarna kuning (Susilowati, 2017). Daun ciplukan
memiliki ciri-ciri berwarna hijau, tulang daun menyirip, permukaan daun berambut, bentuk
helaian daun bulat telur dengan ujung runcing, dengan panjang 5-12 cm dan lebar 4-7 cm, tipis,
cepat layu, berbau langu serta bertepi rata atau bergelombang-bergerigi (Alkautsari dkk.,
2015).

Secara umum, pemanfaatan tanaman ciplukan dikalangan masyarakat biasa digunakan
dalam pengobatan tradisional. Daun ciplukan memiliki sifat analgetik dan detoksikan
(Alkautsari dkk., 2015). Hal tersebut disebabkan adanya kandungan senyawa metabolit
sekunder seperti saponin, flavonoid, alkaloid, tanin, glikosida dan steroid dalaam daun
ciplukan (Alkautsari dkk., 2015). Secara umum, kandungan senyawa daun ciplukan dapat
digunakan berpotensi sebagai antibakteri, antikanker, antitumor, dan antioksidan (Osho et al.,
2010). Melihat banyaknya manfaat yang terdapat pada daun ciplukan, besar kemungkinan
bakteri endofit yang terdapat pada daun ciplukan memiliki kemampuan dalam mensintesis
senyawa yang sama seperti tanaman inangnya. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Desriani
dkk., (2014) yang menyatakan bahwa isolat bakteri endofit yang diperoleh dari tanaman
binahong memiliki aktivitas antibakteri yang sama dengan tanaman inangnya.

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman dan bersimbiosis
mutualisme dengan tanaman inang di mana bakteri endofit hidup di dalam jaringan tanaman
dengan membentuk koloni senyawa metabolit sekunder tanpa membahayakan tanaman inang
(Fithriya, 2015). Beberapa jenis bakteri endofit terdapat pada tanaman tingkat tinggi dan dapat
menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang sama dengan tanaman inang. Beberapa jenis
bakteri endofit diketahui mampu menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang sama dengan
tanaman inangnya (Nursanti & Suhartono, 2012). Senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan
dapat dimanfaatkan dalam bidang kesehatan maupun pertanian seperti antibakteri, antikanker,
antifungi, antivirus, dan agen insektisida (Kusumawati dkk., 2014).

Senyawa bioaktif yang dihasilkan bakteri endofit mampu menghasilkan berbagai
produk potensial, antara lain bakteri Pseudomonas viridiflava yang berasal dari rumput hias
Grass mampu menghasilkan Ecomycins B dan C sebagai antibakteri. Selain itu, bakteri
Streptomyces griseus dari tanaman mangrove Kandelia candel mampu menghasilkan asam p-
aminoacetophenonic sebagai antibakteri. Bakteri Streptomyces NRRL 30562 dari bunga
Kennedia nigriscans menghasilkan munumbisin sebagai antibiotik dan Streptomyces NRRL
30566 yang diperoleh dari bunga Grevilea pteridefolia mampu menghasilkan kakadumisin
sebagai antibiotik (Miller et al., 1998; Guan et al., 2005; castilo et al., 2002 dalam Ryan et al.,
2008). Selain itu, senyawa antibakteri yang dihasilkan dapat diaplikasikan sebagai antibiotik,
biofertilizer dan biokontrol (Purwanto dkk., 2014 dan Sulistiyani & Puspita, 2016).

Isolasi senyawa antibakteri dari bakteri maupun mikroba endofit dianggap lebih efisien
dibandingkan dengan mengekstrak biomassa tanaman secara langsung (Kusumawati dkk.,
2014). Pemanfaatan senyawa antibakteri dari ekstrak tanaman membutuhkan tanaman dalam
jumlah yang banyak serta ketersediaan tanaman di lingkungan akan menurun. Senyawa
antibakteri dapat diperoleh dari mikrobia endofit yang mampu menghasilkan sejumlah
senyawa antibakteri yang dibutuhkan, sehingga tidak harus mengekstrak senyawa antibakteri
dari tanaman inangnya (Simarmata dkk., 2007 dalam Kusumawati dkk., 2014).
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Penelitian-penelitian sebelumnya telah melakukan eksplorasi bakteri endofit dari
tanaman herbal beserta uji aktivitasnya terhadap berbagai bakteri patogen. Berdasarkan
penelitian Kusumawati dkk. (2014), sebanyak tiga isolat bakteri endofit yang diperoleh dari
tanaman miana (Coleus scutellariodes L.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan
bakteri Escherichia coli (E.coli) dengan diameter zona hambat 1 mm, 2 mm dan 3,3 mm. Lima
belas isolat lainnya menunjukkan penghambatan terhadap S. aureus dengan diameter berkisar
antara 1,5-7 mm (Kusumawati dkk., 2014). Purwanto dkk. (2014) menyatakan bahwa tiga
isolat bakteri endofit dihasilkan dari tanaman sirih hijau (Piper betle L.) memiliki aktivitas
antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Staphilococcus aureus (S. aureus) dengan diameter
zona hambat 1 mm, 3 mm, dan 5 mm.

Sejauh ini, penelitian mengenai keberadaan bakteri endofit dari daun ciplukan beserta
potensinya belum banyak dilakukan. Penelitian yang telah dilakukan hanya sebatas pada
aktivitas antibakteri dari ekstrak daun ciplukan. Eksplorasi bakteri endofit dalam daun ciplukan
sangat diperlukan untuk mengetahui keberagaman dan potensi plasma nutfah yang dimiliki
Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri endofit dari daun ciplukan yang
berpotensi sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri E. coli dan S. aureus.
Bakteri endofit dari daun ciplukan diharapkan mempunyai aktivitas antibakteri terhadap ketiga
bakteri patogen tersebut sehingga dapat dikembangkan sebagai penghasil antibakteri baru.

METODE PENELITIAN
Subjek Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan vyaitu penelitian eksperimen. Penelitian
dilakukan dengan mengisolasi bakteri endofit pada daun ciplukan dan mengetahui daya
hambat bakteri endofit terhadap bakteri S. aureus, dan E. coli. Penelitian ini dilakukan di
Laboratorium Mikrobiologi dan Imunologi, Universitas ‘Aisyiyah Yogyakarta.

Pengambilan sampel daun ciplukan dilakukan pada tiga tanaman ciplukan yang
tumbuh secara acak di lahan pertanian kacang-kacangan yaitu di Jalan Barak Gedhe, Dusun
Margoluwih, Seyegan, Sleman, DIY. Pengkodean dilakukan sesuai dengan jumlah tanaman
ciplukan dan dibawa ke Laboratorium Mikrobiologi dan Imunologi, Universitas ‘Aisyiyah
Yogyakarta untuk dilakukan pengujian.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf, oven, petridis, tabung reaksi,
gelas ukur, gelas beker, erlenmeyer, jarum ose, mikropipet, yellow tip, white tip, plastik wrap,
pinset, drigalskispatel, tisu, kapas, aluminium foil, kertas saring, pelubang kertas, lampu
bunsen, timbangan analitik, hotplate, penggaris, inkubator, dan lemari pendingin.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain, daun ciplukan, Triptic Soy Agar
(TSA), Triptic Soy Broth (TSB), kandistatin, natrium hipoklorit 5,25%, etanol 70%,
kloramfenikol, aquades steril, bakteri patogen S. aureus, dan E. coli.

Metode Penelitian
Isolasi Bakteri Endofit

Daun ciplukan muda digunakan sebagai sumber bakteri endofit karena mengandung
senyawa metabolit sekunder lebih banyak dibandingkan daun tua (Putri dkk., 2018). Sampel
daun ciplukan dicuci dengan air mengalir hingga bersih untuk menghilangkan kotoran maupun
organisme epifit. Daun ciplukan yang telah dicuci kemudian diambil masing-masing sebanyak
dua buah dan dilakukan proses sterilisasi permukaan. Proses sterilisasi permukaan sampel
dilakukan dengan merendam daun ke dalam larutan etanol 70% selama 1 menit. Setelah itu,
cairan perendam dibuang dan diganti dengan larutan Natrium hipoklorit 5,25% lalu didiamkan
selama 5 menit. Cairan perendam dibuang kembali dan sampel dibilas dengan etanol 70%
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selama 1 menit lalu cairan perendam diganti dengan aquades steril selama 30 detik yang
dilakukan selama 2 kali (Kumala & Ainun, 2014).

Proses isolasi bakteri endofit mengikuti metode penelitian Purwanto dkk., (2014)
dengan modifikasi. Daun ciplukan yang sudah steril dipotong menggunakan pisau steril
sepanjang 1-2 cm dan ditumbuhkan dalam cawan petri yang berisi media TSA menggunakan
pinset steril. Media TSA yang digunakan ditambahkan larutan kandistatin (0,02% b/v) 40 pl
sebagai antifungi. Proses penumbuhan daun ciplukan dilakukan dengan cara menekan daun
hingga mengeluarkan cairan yang berada di dalam sampel. Daun ciplukan yang sudah
ditumbuhkan kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24-72 jam dan diamati jika terdapat
koloni yang tumbuh.

Pemurnian Bakteri Endofit

Medium yang digunakan untuk pemurnian bakteri endofit yaitu medium TSA. Medium
TSA yang digunakan untuk pemurnian ditambahkan larutan Kandistatin sebanyak 0,02% b/v
(40 ul). Bakteri endofit yang tumbuh pada medium TSA dimurnikan pada media padat dalam
petridis dan media agar miring. Isolat bakteri diinkubasi pada suhu 25°C-28°C selama 24-72
jam dan diamati morfologi koloni isolat bakteri endofit. Koloni yang memiliki warna, bentuk,
tepian dan elevasi yang sama dianggap sebagai isolat yang sama (Wondal et al., 2019). Setiap
koloni bakteri dipindahkan ke medium TSA dengan metode streak kuadran dan diinkubasi
selama 24-72 jam. Isolat bakteri endofit disimpan pada media miring untuk digunakan sebagai
stock kultur (kultur stok) (Nursulistyarini dkk., 2013).

Karakterisasi Mofologi

Karakterisasi morfologi isolat bakteri endofit yang telah diperoleh dapat diketahui
berdasarkan beberapa kriteria antara lain, bentuk koloni berupa titik-titik, bulat, tidak
beraturan, seperti akar, seperti kumparan dan berbenang. Selain itu, permukaan/elevasi koloni
juga diamati berupa bentuk datar, naik, cembung, dan umbonatus. Kriteria lainnya yang
menjadi acuan untuk mengetahui morfologi bakteri yaitu tepian koloni berupa tepian mulus,
lobatus, bergelombang, bergerigi, dan filamentus. Warna koloni juga menjadi kriteria dalam
menentukan morfologi bakteri yaitu dengan warna keputih-putihan, kelabu, kekuning-
kuningan atau hampir bening.

Uji Aktivitas Antibakteri Terhadap Bakteri E.coli dan S.aureus

Uji aktivitas antibakteri pada isolat bakteri endofit daun ciplukan dilakukan
menggunakan metode Oktavia & Sri, (2018) dengan modifikasi. Isolat bakteri endofit dan
bakteri patogen di regenerasikan dalam medium TSA pada suhu 28°C selama 48 jam. Koloni
bakteri endofit dan bakteri patogen yang berumur 48 jam dilakukan peremajaan pada medium
TSB 50 ml dan diinkubasi pada pada suhu 37°C selama 48 jam. Petridish yang berisi media
TSA padat dibagi menjadi 4 bidang untuk 4 jenis isolat bakteri endofit. Sebanyak 100 pl
suspensi bakteri patogen dimasukan ke dalam cawan petri yang berisi media TSA dan diratakan
menggunakan drigalskispatel. Sebanyak 25 pul isolat bakteri endofit diinokulasikan pada
masing-masing kertas cakram. Pada penelitian ini, kloramfenikol 25 pl digunakan sebagai
kontrol positif dan aquades steril 25 ul sebagai kontrol negatif juga diinokulasikan pada kertas
cakram. Isolat bakteri endofit selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Zona
hambat diamati setelah inkubasi 24 jam.

Metode Pengumpulan dan Analisis Data

Data diperoleh dengan cara mengumpulkan hasil pengujian yang dimulai dari data hasil
isolasi bakteri endofit, pengamatan morfologi hingga data hasil uji aktivitas antibakteri
terhadap bakteri patogen. Data hasil isolasi bakteri endofit digunakan untuk mengetahui isolat
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bakteri endofit yang diperoleh dari daun ciplukan. Data pengamatan morfologi bakteri endofit
untuk mengetahui morfologi masing-masing bakteri endofit. Data uji aktivitas antibakteri
untuk mengetahui zona hambat yang dihasilkan bakteri endofit terhadap bakteri patogen.

Analisis data dilakukan dengan melihat hasil ulangan pengujian aktivitas antibakteri
pada masing masing isolat bakteri endofit. Data hasil pengujian aktivitas antibakteri yang
diperoleh dianalisis dengan mencari rata-rata (mean) dari setiap ulangan pada setiap isolat
kemudian dilihat nilai standar deviasi (SD) dari rerata masing-masing isolat.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolat Bakteri Endofit Daun Ciplukan

Daun ciplukan digunakan sebagai sumber isolat bakteri endofit karena diketahui
mengandung senyawa antibakteri. Daun ciplukan diperoleh dari 3 tanaman ciplukan (Gambar
1) yang berasal dari areal pertanian di Jalan Barak Gedhe, Dusun Margoluwih, Kecamatan
Seyegan, Kabupaten Sleman, DIY. Penggunaan tiga tanaman ciplukan bertujuan untuk
memperoleh keragaman jenis bakteri endofit yang berbeda pada ketiga tanaman ciplukan.
Sampel daun ciplukan yang digunakan yaitu daun yang berumur muda. Hal tersebut
dikarenakan daun muda memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder yang tinggi
dibandingkan dengan daun tua (Putri dkk., 2018). Menurut Irdawati dkk. (2017), tanaman
dengan jenis yang sama memiliki kandungan bakteri endofit yang berbeda. Hal tersebut
dipengaruhi oleh faktor biotik maupun abiotik (Amaria dkk., 2019). Bakteri endofit yang
berasosiasi pada tanaman dipengaruhi oleh genotipe tanaman, umur tanaman dan bagian
tanaman yang digunakan sebagai sumber bakteri endofit (Munif, 2012 dalam Amaria dkk.,
2019). Bakteri endofit yang diperoleh pada bagian tanaman yang berbeda maka akan
menghasilkan jenis bakteri endofit yang berbeda pula (Amaria dkk., 2019). Bakteri endofit
hidup di dalam pembuluh vaskuler, bagian akar, batang, daun dan buah. Hal tersebut
dikarenakan bakteri endofit masuk ke dalam jaringan tanaman melalui akar, bunga, batang,
daun, kotiledon (Purwanto dkk., 2014) serta dengan melakukan penetrasi melalui luka dan
stomata (Compant et al, 2010).

Al - A2

Gambar 1. Sampel daun ciplukan; (DA1) daun ciplukan sampel 1, (DA2) daun ciplukan sampel
2 dan (DA3) daun ciplukan sampel 3.

Tahapan isolasi bakteri endofit daun ciplukan diawali dengan proses sterilisasi
permukaan. Sterilisasi permukaan bertujuan untuk menghilangkan kotoran serta
mikroorganisme dari permukaan tanaman (Hermawati, 2016). Proses pra sterilisasi dilakukan
dengan pencucian sampel daun dengan air mengalir untuk menghilangkan kotoran dan
oraganisme epifit yang menempel pada permukaan tanaman (Hafsari & Isma, 2013). Proses
sterilisasi permukaan menggunakan alkohol 70% dan larutan matrium hipoklorit 5,52%
sebagai desinfektan untuk dekontaminasi permukaan tanaman. Kombinasi larutan alkohol dan
natrium hipoklorit merupakan kombinasi yang sesuai karena memiliki aktivitas yang berbeda.
Alkohol dapat mendenaturasikan protein dengan cara dehidrasi dan menginaktifkan enzim
serta mendenaturasi protein lebih cepat (Rutala et al., 2008). Sedangkan natrium hipoklorit
bekerja dengan mengoksidasi secara irreversible gugus sulfihifril pada enzim serta
mengganggu fungsi metabolik dari sel bakteri (Rutala et al., 2008). Tahap selanjutnya yaitu
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dilakukan pembilasan dengan aquades steril untuk membersihkan mikroorganisme yang mati
(Hafsari & Isma, 2013), menghilangkan sisa alkohol dan serta NaOCIl yang menempel di
permukaan tanaman (Pratiwi, 2015).

Bakteri endofit daun ciplukan mulai menunjukkan pertumbuhan setelah daun ciplukan
diinokulasi pada media TSA selama 48 jam. Pernyataan ini didukung oleh Jalgaonwala et al.
(2010) yang menyatakan bahwa waktu inkubasi pertumbuhan bakteri endofit minimal 48 jam
untuk memastikan bahwa bakteri yang tumbuh merupakan bakteri endofit daun ciplukan.
Bakteri endofit yang dihasilkan dari daun ciplukan tumbuh di sekitar medium karena adanya
penyebaran cairan serta tumbuh di sekitar sampel. Hal tersebut disebabkan karena bakteri
endofit memperoleh nutrien dari media pertumbuhan. Media pertumbuhan yang digunakan
untuk mengisolasi bakteri endofit pada penelitian ini adalah media TSA. Media ini merupakan
media yang sudah diperkaya yang terdiri atas casein, soy meal, sodium chlorid dan agar.
Bakteri endofit dapat hidup pada media TSA dikarenakan sifat media yang kompleks dan
memiliki komposisi yang mirip seperti kondisi di dalam tanaman. Selain itu, penambahan
larutan kandistatin 0,02% pada media TSA bertujuan untuk mengoptimalkan hasil isolasi
bakteri endofit (Kumala & Siswanto, 2007 dalam Purwanto dkk., 2014). Kandistatin
merupakan antifungi yang berfungsi untuk menghambat pertumbuhan jamur dalam medium
TSA (Djajusman dkk., 2014).

Berdasarkan hasil penelitian, bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari daun ciplukan
sebanyak 8 bakteri endofit yaitu 5 isolat dari (DA1) dan 3 isolat dari (DA2) (Tabel 1).
Sedangkan pada DAS3 tidak menunjukkan adanya petumbuhan bakteri endofit. Menurut
Yandila dkk. (2018), jumlah populasi bakteri endofit pada suatu jaringan tanaman berbeda-
beda. Hal tersebut disebabkan karena populasi bakteri endofit dipengaruhi oleh jenis jaringan,
waktu pengambilan sampel dan umur tanaman (Yandila dkk., 2018). Keberadaan bakteri
endofit pada tanaman muda lebih banyak dibagian akar sehingga dapat memacu pertumbuhan
dan meningkatkan perkembangan tanaman terutama pada fase vegetatif (Puspita dkk., 2018).
Hal tersebut disebabkan karena bagian akar merupakan jalan utama bagi bakteri endofit untuk
masuk ke dalam jaringan tanaman. Bakteri endofit akan menyebar ke seluruh bagian tanaman
pada saat tanaman sudah dewasa yaitu pada fase generatif (Puspita dkk., 2018). Hal ini
disebabkan oleh adanya aliran produk fotosintesis yang berasal dari daun ke seluruh bagian
tanaman melalui floem, sehingga dapat dimanfaatkan oleh bakteri endofit sebagai sumber
nutrisi (Lathifah, 2017).

Tabel 1. Populasi dan morfologi koloni isolat bakteri endofit daun ciplukan

Kode Morfologi Koloni

Isolat Warna Koloni Bentuk Elevasi Tepian
DA1 (1) Kuning Bulat Cembung Mulus
DAL (2) Krem Bulat Cembung Mulus
DA1 (3) Orange Bulat Cembung Mulus
DAL (4) Putih Bulat Cembung Mulus
DAL (5) Orange Bulat Cembung Mulus
DA2 (1) Orange Bening Bulat Datar Mulus
DA2 (2) Krem Bulat Cembung Mulus
DA2 (3) Kuning Bulat Cembung Mulus

Keterangan : DA1=daun ciplukan sampel 1, DA2=daun ciplukan sampel 2

Isolat bakteri endofit yang diperoleh dari daun ciplukan diamati secara makroskopik
untuk melihat perbedaan dari setiap isolat. Koloni bakteri endofit yang diperoleh dari bagian
daun ciplukan memiliki morfologi koloni yang bervariasi yaitu memiliki morfologi dengan
warna krem, orange, orange bening, krem bening, kuning dan putih (Tabel 1). Sedangkan
bentuk koloni bakteri endofit yaitu bulat dengan elevasi cembung dan datar. Tepian koloni
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bakteri endofit menunjukkan bentuk tepian yang mulus. Karakteristik morfologi yang beragam
dari masing-masing koloni berhubungan dengan genus dan spesies dari masing-masing bakteri.

Menurut Bhore and Sathisha (2010), keragaman jenis bakteri endofit pada suatu
tanaman dipengaruhi oleh kondisi pertumbuhan tanaman. Tanaman dengan jenis yang sama
dapat memiliki jenis bakteri endofit yang berbeda. Hal tersebut dikarenakan beberapa tanaman
memiliki bakteri endofit yang spesifik dan khas menghuni tanaman tersebut (Bhore and
Sathisha, 2010). Warna koloni bakteri yang bervariasi disebabkan karena adanya pigmen
pigmen karatenoid, antosianin, melanin, tripitilmethenes dan fenazin yang dihasilkan bakteri
endofit. Keberadaan pigmen pada suatu bakteri dapat dilihat pada warna koloni bakteri (Savitri,
2006 dalam Safrida dkk., 2012).

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivias antibakteri dilakukan pada kedelapan isolat bakteri endofit untuk
mengetahui isolat bakteri yang potensial dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
Isolat bakteri endofit diuji aktivitas antibakteri terhadap bakteri gram positif (S.aureus) dan
gram negatif (E.coli). Pemilihan dua jenis bakteri patogen dalam penelitian ini berdasarkan
alasan bahwa bakteri-bakteri tersebut lazim digunakan sebagai model untuk pengujian senyawa
aktif baru dan bersifat patogen bagi manusia. Bakteri E.coli dapat menimbulkan infeksi saluran
kencing, diare dan meningitis (Nugraheni, 2019). Selain itu, kedua bakteri patogen juga
digunakan untuk membandingkan kemampuan dari dua jenis bakteri yang berbeda yaitu bakteri
gram negatif dan gram positif.

Tabel 2. Diameter zona hambat yang terbentuk pada uji aktivitas antibakteri isolat bakteri endofit
terhadap bakteri patogen.

Kode Isolat Diameter Zona Hambat (mm)
Zona Hambat Zona Hambat
(S.aureus) (E.coli)
DAL (1) 1 mm 2mm
DAL (2) 1 mm -
DA1 (3) 2mm -
DAL (4) 2 mm 2mm
DAL (5) 0,5 mm -
DA2 (1) 1 mm
DA2 (2) 2 mm
DAZ2 (3) 0,5mm -
Kontrol 30 mm 20 mm
Positif

Keterangan : DA1=daun ciplukan sampel 1, DA2=daun ciplukan sampel 2

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri, sebanyak 8 isolat bakteri endofit daun
ciplukan mampu menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dengan diameter zona hambat
berkisar antara 0,5 hingga 2 mm. Sedangkan bakteri endofit yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E.coli hanya dua isolat yaitu DAL (1) dan DA1 (4) dengan diameter zona
hambat sebesar 2 mm (Tabel 2). Diameter zona hambat yang dihasilkan isolat bakteri endofit
termasuk dalam kategori lemah yaitu berkisar antara 0,5 mm hingga 2 mm. Isolat bakteri
endofit DAL (1) dan DA1 (4) mampu menghambat pertumbuhan kedua bakteri patogen. Hal
tersebut menandakan bahwa senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri endofit DAL (1)
dan DAL (4) memiliki spektrum yang luas. Bakteri endofit dikatakan memiliki spektrum yang
luas apabila dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram negatif dan gram positif (Pratiwi,
2015).

Terbentuknya zona hambat di sekitar koloni isolat bakteri endofit mengindikasikan
adanya senyawa antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
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Keragaman zona hambat yang dihasilkan bakteri endofit dipengaruhi oleh beberapa faktor
antara lain kecepatan difusi senyawa antibakteri ke dalam media serta interaksinya dengan
bakteri patogen, kecepatan pertumbuhan bakteri endofit, dan sensitifitas bakteri patogen
terhadap senyawa antibakteri (Setyati dkk., 2016). Selain itu, beberapa faktor lain yang juga
dapat mempengaruhi terbentuknya zona hambat yaitu perbedaan struktur sel bakteri patogen,
dan perbedaan jenis dan jumlah senyawa antibakteri yang dihasilkan bakteri endofit
(Kusumawati dkk., 2014). Penelitian serupa juga dilakukan oleh Kusumawati dkk. (2014),
dimana sebanyak 13 bakteri endofit yang diperoleh dari tanaman miana mampu menghambat
pertumbuhan bakteri E.coli dengan diameter zona hambat berkisar antara 1-3 mm dan sebanyak
15 isolat bakteri endofit mampu menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus dengan diameter
zona hambat antara 1,5-7 mm (Kusumawati dkk., 2014).

Gambar 2. Zona hambat isolat bakteri endofit terhadap S.aureus dan E.coli. (SA) : S.aureus dan (EC) : E.coli.
Isolat dengan kode DAL (1-8) menunjukkan zona hambat terhadap S.aureus dan isolat DA1(1) dan DA2(2)
terhadap E.coli serta kontrol positif kloramfenikol (K+) terhadap E.coli dan S.aureus

Isolat bakteri endofit yang memiliki populasi tertinggi dalam menghambat
pertumbuhan bakteri patogen yaitu sebanyak 8 isolat bakteri endofit terhadap bakteri S. aureus.
Sedangkan 2 isolat hanya mampu menghambat bakteri E.coli (Gambar 2). Adanya perbedaan
jumlah bakteri yang mampu menghambat bakteri patogen dikarenakan adanya perbedaan zona
hambat yang dihasilkan pada bakteri Gram positif maupun Gram negatif. Terbentuknya zona
hambat yang berbeda pada masing-masing bakteri endofit terhadap bakteri patogen disebabkan
jumlah bakteri patogen yang berlebihan. Jumlah bakteri patogen yang berlebihan menyebabkan
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan bakteri endofit tidak signifikan terhadap
pertumbuhan bakteri patogen (Fithriyah, 2015). Selain itu, perbedaan struktur dinding sel pada
kedua bakteri patogen juga menyebabkan adanya perbedaan sensivitas bakteri patogen
terhadap senyawa antibakteri (Sari, 2018).

Bakteri Gram positif cenderung lebih sensitif terhadap senyawa antibakteri. Hal
tersebut dikarenakan struktur dinding sel bakteri Gram positif lebih sederhana dibandingkan
struktur dinding sel bakteri Gram negatif. Perbedaan struktur dinding sel pada kedua bakteri
patogen tersebut dapat memudahkan senyawa antibakteri untuk masuk ke dalam sel bakteri
gram positif secara maksimal (Fithriyah, 2015). Struktur dinding sel bakteri Gram positif terdiri
dari 2-3 lapis membran sitoplasma yang terusun dari asam teikoat dan asam teikourenik berupa
polimer yang larut dalam air sehingga lebih mudah untuk ditembus senyawa antibakteri dari
luar (Vitasari, 2012). Sedangkan struktur dinding sel bakteri Gram negatif memiliki susunan
dinding sel yang lebih kompleks karena mengandung lebih sedikit peptidoglikan, tetapi di luar
lapisan tersebut terdapat tiga polimer yaitu lipoprotein, selaput luar dan lipopolisakarida
(Jawetz et al.,2005 dalam Sari, 2018).
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Bakteri endofit yang mampu menghasilkan aktivitas antibakteri pada bakteri patogen
dikarenakan adanya senyawa metabolit sekunder yang pada daun ciplukan yang berpotensi
sebagai antibakteri. Aktivitas antibakteri dalam menembus struktur dinding sel bakteri yaitu
dengan menghambat sintesis peptidoglikan yang mengaktivasi enzim lisis serta menghasilkan
lisis pada lingkungan yang isotonik (Sari, 2018). Menurut Masfufah dkk. (2019), bakteri
endofit B.E2 daun tanaman sukun (Artocarpus altilis) mampu menghasilkan senyawa
metabolit sekunder golongan flavonoid, alkaloid dan saponin. Ketiga senyawa tersebut mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif maupun positif dikarenakan memiliki
kemampuan sebagai antibakteri (Masfufah dkk., 2019).

Salah satu mekanisme senyawa antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri
patogen yaitu dengan cara mendenaturasi protein sel bakteri (Rijayanti, 2014). Bakteri patogen
akan membentuk ikatan hidrogen dengan senyawa antibakteri. Ikatan hidrogen yang terbentuk
antara fenol dan protein akan mengakibatkan struktur protein bakteri menjadi rusak. Ikatan
hidrogen tersebut kemudian akan mempengaruhi permeabilitas dinding sel bakteri dan
membran sitoplasma karena tersusun dari protein. Permeabilitas dinding sel dan membran
sitoplasma yang terganggu akan menyebabkan ketidakseimbangan makromolekul dan ion
dalam sel bakteri (Rijayanti, 2014). Hal tersebut menyebabkan struktur lapisan dinding sel
bakteri tidak terbentuk secara utuh dan sel tidak dapat menahan tekanan osmotik yang tinggi
sehingga akan mengalami lisis bakteri (Isniyetty, 2010).

Koramfenikol merupakan salah satu antibiotik yang digunakan sebagai pembanding
untuk melihat potensi bakteri endofit antibiotik yang memiliki potensi sebagai antibakteri.
Menurut Wibowo & Yuliani (2015), kloramfenikol merupakan antibiotik yang memiliki
spektrum luas dan tingkat sensivitas yang tinggi terhadap bakteri Gram positif maupun Gram
negatif. Diameter zona hambat yang dihasilkan antibiotik kloramfenikol termasuk dalam
kategori sangat kuat terhadap bakteri Gram positif yaitu S. aureus dengan diameter diameter
zona hambat 30 mm dan kategori penghambatan kuat dengan diameter 20 mm terhadap bakteri
Gram negatif yaitu bakteri E. coli. Berdasarkan perbedaan diameter zona hambat yang
dihasilkan dapat dikatakan bahwa antibiotik kloramfenikol memiliki aktivitas antibakteri
spektrum luas dengan kekuatan daya hambat yang tinggi dalam menghambat dan membunuh
bakteri, baik kelompok Gram positif maupun Gram negatif. Menurut Levinson (2004 dalam
Alviana, 2016), antibiotik kloramfenikol mampu mengikat subunit ribosom 50S sel bakteri
target dan menghalangi aktivitas enzim peptidyltransferase sehingga terjadi hambatan
pembentukan ikatan peptida dan biosintesis protein. Antibiotik kloramfenikol jug dapat
menghambat pertumbuhan bakteri gram positif secara maksimal karena memiliki struktur
dinding sel yang sederhana dibandingkan dengan bakteri gram negatif (Vitasari, 2012).

SIMPULAN

Bakteri endofit berhasil diisolasi dari daun ciplukan dan diperoleh sebanyak 8 isolat
bakteri endofit. Berdasarkan uji aktivitas antibakteri, diperoleh 8 isolat isolat bakteri endofit
yang memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap bakteri S.aureus dan 2 isolat terhadap
bakteri E.coli. Isolat DAL (3), DAL (4) dan DA2 (2) memiliki daya hambat tertinggi terhadap
bakteri S.aureus. Sedangkan isolat yang memiliki daya hambat tertinggi terhadap bakteri E.coli
yaitu DAL (1) dan DAL (4). Isolat bakteri endofit DAL (1) dan DAL (4) mampu menghambat
pertumbuhan kedua bakteri patogen dengan diameter zona hambat berkisar antara 1-2 mm.

SARAN

Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan untuk mengidentifikasi spesies isolat bakteri
endofit yang potensial dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Peneliti selanjutnya
perlu melakukan pengujian lanjut untuk mengisolasi dan mengidentifikasi senyawa yang
dihasilkan oleh isolat bakteri endofit.
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