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INFO ARTIKEL ABSTRAK

Bakteri endofit merupakan bakteri yang terdapat dan hidup pada tanaman inangnya tanpa
merusak atau memberi efek negatif. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jumlah isolat
yang tumbuh, karakteristik, adanya aktivitas antibakteri serta kandungan metabolit sekunder
yang dihasilkan. Hasil penelitian didapatkan delapan isolat bakteri endofit yang berhasil
diisolasi dari daun jeruk purut (Citrus hystrix). Berdasarkan hasil karakteristik morfologi,
pewarnaan Gram dan pengujian biokimia menunjukkan bahwa isolat BEDJ1 dan BEDJ3
diduga berasal dari genus Neisseria, BEDJ2 dan BEDJ6 diduga berasal dari genus
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Kata kunci: Keywords: - : ; i i
Bakteri endofit Endophytic Nitrosococcus, BEDJ4 diduga berasal dari genus Klebsiella dan BEDJ5 dan BEDJ8 diduga
Jeruk Perut bacteria, berasal dari genus Pseudomonas dan BEDJ7 diduga berasal dari genus Enterobacter. Terdapat

tiga isolat yang hanya mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus yaitu
BEDJ1, BEDJ3 dan BEDJS.

Antibakteri Citrus hystrix,

antibacterial

ABSTRACT

Endophytic bacteria are bacteria that exist and live on their host plants without damaging or
having negative effects. This research aimsto determine the number of isolates that grow, their
characteristics, their antibacterial activity and the content of secondary metabolites
produced. The results of the study obtained eight endophytic bacterial isolates that were
successfully isolated from kaffir lime leaves (Citrus hystrix). Based on the results of
morphological characteristics, Gram staining and biochemical testing showed that isolates
BEDJ1 and BEDJ3 were thought to be genus Neisseria, BEDJ2 and BEDJ6 were thought to
be genus Nitrosococcus, BEDJ4 were thought to be genus Klebsiella, BEDJ5 and BEDJS
were thought to be genus Pseudomonas and BEDJ7 were thought to be genus Enterobacter.
There were three isolates only able to inhibit the growth of Staphylococcus aureus bacteria,
namely BEDJ1, BEDJ3 and BEDJ8.

1. PENDAHULUAN mencegah atau melawan bakteri yang dapat menimbulkan

Antibiotik adalah senyawa yang dapat menghambat infeksi dengan mencari antibiotik atau antibakteri dari sumber-

pertumbuhan matabolisme bakteri dan dapat membunuh
bakteri patogen (Paju et al., 2013). Antibakteri dapat
digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
penyebab infeksi (Sari et al., 2018).

Penggunaan antibiotik yang berlebihan dapat
menyebabkan resistensi pada bakteri, sehingga dapat
menyebabkan munculnya masalah terhadap pengobatan
infeksi. Oleh karena itu, diperlukan adanya usaha yang
dapat mematikan sel bakteri dengan tujuan untuk

39

sumber yang baru (Wardani dan Sulistyani, 2012).

Salah satu yang memiliki kemampuan dalam
menghasilkan antibakteri adalah tanaman jeruk purut
(Fitriyanti et al., 2020). Daun jeruk purut merupakan salah
satu bumbu masakan yang sering digunakan dalam
kehidupan sehari-hari. Daun jeruk purut mempunyai aroma
daun yang khas dan mudah dikenali serta daun ini dapat
diolah untuk menghasilkan produk seperti pengolahan
minyak atsiri (Aran etal., 2021).



Namun penggunaan bagian tanaman ini memiliki
beberapa kelemahan yaitu membutuhkan bahan baku yang
bayak dan waktu yang lama. Sehingga dicari alternatif baru
dengan menggunakan bakteri endofit.

Bakteri endofit merupakan bakteri yang terdapat dan
hidup pada tanaman inangnya tanpa merusak atau memberi
efek negatif, tidak menyebabkan gejala penyakit dan dapat
menguntungkan tumbuhan inangnya (Bhore dan Sathisa
2010; Foeh et al., 2013). Simbiosis yang terjadi pada bakteri
endofit dan tumbuhan inang bersifat mutualisme dan
komensalisme artinya bersifat netral dan saling
menguntungkan (Desriani et al., 2014).

Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan
dengan tujuan untuk mengetahui potensi yang dimiliki oleh
bakteri endofit daun jeruk purut (Citrus hystrix) sebagai
antibakteri terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus
aures.

2. METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian  ini  dilakukan di  Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan
llmu Pengetahuan Alam (MIPA) Universitas Syiah Kuala.
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental yang
bersifat deskriptif dengan variabel bebas yaitu aktivitas
antibakteri daun jeruk purut (Citrus hystrix) sedangkan
variabel terikat yaitu diameter zona bening pada bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini
adalah Tabung reaksi, Cawan petri, mikropipet, mortar,
kaca benda, jarum ose, mikroskop, autoklaf, inkubator, labu
erlenmeyer, batang penyebar, pembakar Bunsen, shaker
incubator dan jangka sorong. Bahan-bahan yang
digunakan pada penelitian ini adalah daun jeruk purut
(Citrus hystrix), isolat bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus, media Nutrient Agar (NA), media
Nutrient Broth (NB), media Sulfid Indol Motility (SIM),
media Methyl Red Voges Proskauer (MR-VP), media
Simmons Citrate, media Triple Sugar Iron Agar (TSIA),
media Mueller Hinton Agar (MHA), alkohol 70%, natrium
hipoklorit 5%, alkohol 96%, aquadest steril, NaCl 0,9%,
kristal violet, iodin, safranin, H202, reagen Kovac,
indikator methyl red dan spiritus.

Prosedur Penelitian
Isolasi Bakteri Endofit

Bakteri endofit yang diisolasi dari daun jeruk purut
(Citrus hystrix) dalam kondisi yang segar dan ditimbang
sebanyak 1 gram. Kemudian, daun jeruk purut dicuci
dengan air yang mengalir dan bagian permukaan daun
disterilkan menggunakan alkohol 70% selama 1 menit 30
detik. Setelah itu, daun jeruk purut direndam dengan
natrium hipoklorit 5% selama 3 menit, dan direndam
kembali dengan alkohol 70% selama 1 menit 30 detik,
kemudian baru dibilas dengan akuades steril. Akuades
steril pada bilasan terakhir daun jeruk purut diambil
sebanyak 0,1 ml dan ditambahkan ke dalam media Nutrient
Agar (NA) yang digunakan sebagai kontrol, selanjutnya
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 25°C.

Sampel daun jeruk purut yang telah disterilkan
permukaan daunnya diambil dan dicampurkan dengan
akuades steril, kemudian dihaluskan menggunakan mortar.
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Sampel yang sudah halus diambil sebanyak 0,1 mL dan
diisolasi ke media Nutrient Agar (NA) dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 25°C. Pertumbuhan koloni yang
tumbuh pada media NA, selanjutnya dimurnikan dengan
cara menginokulasikan pada media NA yang lain
menggunakan metode cawan gores kuadran dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C.

Identifikasi Isolat Bakteri Endofit
Identifikasi Morfologi

Identifikasi  morfologi  dilakukan  dengan
mengamati karakteristik makroskopis bakteri endofit yang
meliputi bentuk, tepian, warna dan elevasi.

Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengamati
karakteristik mikroskopis bakteri endofit. Isolat bakteri
diambil dan diletakkan di atas kaca benda menggunakan
jarum Ose, kemudian NaCl 0,9% ditetesi ke kaca benda dan
difiksasi di atas bunsen sampai kering. Selanjutnya
pewarnaan kristal violet ditetesi ke atas kaca benda dan
dibiarkan selama 1 menit lalu dibilang dengan air mengalir.
Selanjutnya, lugol/iodin diteteskan dan dibiarkan selama 30
detik lalu dicuci dengan air mengalir. Berikutnya, alkohol
96% diteteskan dan didiamkan selama 15 detik lalu dicuci.
Terakhir, safranin diteteskan dan didiamkan selama 1 menit
dan dicuci kembali dengan air mengalir lalu dikering-
anginkan. Setelah preparat kering maka dapat diamati di
bawah mikroskop. Apabila hasil yang didapatkan berwarna
merah maka bakteri dari golongan Gram negatif, sedangkan
berwarna biru atau ungu maka bakteri dari golongan Gram
positif.

Uji Biokimia
Uji Katalase

Dua tetes H202 ditetesi pada kaca benda yang sudah

disterilkan. Kemudian, isolat bakteri diambil menggunakan
jarum Ose dan dipindahkan ke atas kaca benda lalu
dicampurkan. Hasil yang positif dapat ditandai dengan
terbentuknya gelembung oksigen pada kaca benda.

Uji Motilitas

Isolat bakteri ditusukkan ke dalam media Sulfid Indol
Motility (SIM) semi padat dengan menggunakan jarum Ose
yang sudah steril dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Hasil yang positif ditandai dengan adanya pertumbuhan
bakteri yang menyebar.

Uji Indol

Koloni murni diambil menggunakan jarum Ose.
Kemudian, isolat tersebut diinokulasikan ke dalam media
Sulfid Indol Motility (SIM) dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Selanjutnya, sepuluh hingga dua belas
reagen Kovac'’s ditambahkan dan diamati perubahan yang
terjadi. Hasil yang positif dapat dilihat apabila terbentuk
lapisan berwarna merah pada bagian atas biakan.

Uji Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP)

Koloni murni diambil menggunakan jarum Ose.
Kemudian, isolat tersebut diinokulasikan ke dalam media
Methyl Red-Voges Proskauer (MR-VP) dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Selanjutnya, tiga hingga



empat tetes indikator methyl red pada uji MR. Uji VP
dilakukan dengan menambahkan 3 tetes larutan KOH 3%
dan lima tetes larutan alfanaftol. Hasil yang positif apabila
menunjukkan perubahan warna merah pada media.
Uji Sitrat

Koloni murni diambil menggunakan jarum Ose.
Kemudian, isolat tersebut diinokulasikan ke dalam media
Simmons Citrate dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam. Hasil yang positif apabila mengalami perubahan
warna biru pada media.

Uji TSIA

Koloni murni diambil menggunakan jarum Ose.
Kemudian, isolat tersebut diinokulasikan ke dalam media
Triple Sugar Iron agar (TSIA) dengan cara menusukkan
tegak lurus pada bagian butt (tusuk) dan cara zig-zag pada
bagain slant (miring) dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Hasil yang positif apabila media
menunjukkan perubahan warna merah pada bagian slant
dan berwarna kuning pada bagian butt maka bakteri
mampu memfermentasi glukosa, sedangkan apabila pada
kedua bagian (slant dan butt) mengalami perubahan warna
menjadi kuning maka bakteri mampu memfermentasi
sukrosa dan laktosa.

Uji Aktivitas Antibakteri

Isolat bakteri patogen uji diinokulasikan ke dalam
tabung reaksi berisi 5 ml NaCl fisiologis 0.9%. Kemudian,
tabung reaksi divortex hingga homogen dan tingkat
kekeruhannya disetarakan dengan standar McFarland 0,5.
Kemudian, suspensi bakteri uji digoreskan ke dalam media
Mueller Hinton Agar (MHA) menggunakan cottod bud
secara merata. Selanjutnya, biakan bakteri endofit diambil
dengan menggunakan metode cork bore dan dibagi
menjadi 4 bagian untuk digunakan sebagai ulangan lalu
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil dapat
dihitung dengan mengukur diameter zona hambat yang
muncul.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi bakteri endofit dari daun jeruk purut
(Citrus hystrix) yang telah berhasil ditumbuhkan pada
media NA (Nutrient Agar) memperoleh sejumlah delapan
isolat. Isolat bakteri endofit diberi kode BEDJ1 sampai
BEDJ8 (Bakteri Endofit Daun Jeruk). Hasil pengamatan
morfologi, pewarnaan Gram dan uji biokimia dapat dilihat
pada tabel 4.1 dan 4.2.

Tabel 1. Karakteristik bakteri endofit daun jeruk purut (Citrus

hystrix) o
Morfologi Koloni

. :::ﬂ(; Bentuk | Tepian Warna Elevasi Pc‘(“;“:_:::a" Bc::;x K

I. | BEDJI | Bundar | Licin Krem Timbul Negatif Kokus
2. | BEDJ2 | Bundar | Berombak Krem Datar Negatif Kokus

3. | BEDJ3 | Bundar Licin Putih Datar Negatif Kokus

kekuningan

4. | BEDJ4 | Bundar Licin Krem Datar Negatif Basil

5. | BEDJ5 | Bundar | Licin Krem Timbul Negatif Basil
["6. |BEDJ6 | Bundar | Licin Putih Timbul Negatif Kokus

7. | BEDJ7 | Bundar | Berombak Putih Datar Negatif Basil |

8. | BEDJS | Bundar | Licin Putih Timbul Negatif Basil
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Dinding sel yang terdapat pada golongan Gram
negatif umumnya memiliki kandungan lipid yang tebal dan
mudah dalam menyerap pewarna kristal violet, akan tetapi
saat diteteskan dengan larutan alkohol 96% dapat
menghilangkan warna dari kristal violet. Kemudian,
pewarna safranin diserap oleh dinding sel yang
mengakibatkan perubahan warna menjadi merah.
Sedangkan bakteri Gram positif mempunyai lapisan
peptidoglikan yang tebal sehingga saat diteteskan kristal
violet langsung diserap oleh bakteri walaupun sudah
ditambahkan alkohol dan safranin yang mengakibatkan
tidak lunturnya zat pewarna kristal violet (Yuanita et al.,
2019).

Tabel 2. Hasil pengujian biokimia isolat bakteri endofit
_daun jeruk purut (Citrus hystrix)

Uji Biokimia

Kode t . : . .

Isolat Katalase | Motilitas | Indol MR VP | Sitrat TSIA
BEDJ1 | - | - |- ; Uk
BEDI2 | - | + [ =
BEDJ 3 = : = | : : T i
BED 4 > = = | 5 | = n e
BEDJ 5 - F ' ‘ K
BEDJ 6 | [ [ ™ om
BEDI7 | + | + R B ¥ | ©m
BEDIJ 8 + - - - R F Kk

Berdasarkan hasil dari morfologi bakteri, pewarnaan
Gram dan uji biokimia diperoleh lima genus bakteri endofit
yang diisolasi dari daun jeruk purut (Citrus hystrix) yaitu
Neisseria,  Nitrosococcus,  Klebsiella, = Pseudomonas,
Enterobacter.

BEDJ1 dan BEDJ3 berasal dari genus Neisseria, hal ini
dijelaskan oleh Yanti et al. (2021) yang memperoleh satu
isolat endofit yang diperoleh dari akar napas tumbuhan
Avicennia marina (Forsk.) yang berasal dari genus Neisseria
memiliki sifat tidak dapat menghasilkan gelembung gas, tidak
terbentuknya cincin merah dan bakteri dapat menghasilkan
sitrat sebagai sumber karbon.

BEDJ2 dan BEDJG6 berasal dari genus Nitrosococcus.
Menurut Kiding et al. (2015) yang merujuk pada buku
Bergeys Manual of Systemic Bacteriology (1994), genus
Nitrosococcus tergolong gram negatif berbentuk coccus tidak
dapat menggunakan sitrat sebagai sumber karbon dan hanya
dapat memfermentasi glukosa.

BEDJ4 memiliki persamaan karakter dengan genus
Klebsiella. Menurut Bolla (2021), dijelaskan bahwa tidak
adanya penyebaran pada media yang ditusuk, juga tidak
terjadinya perubahan warna menjadi pink pada media yang
diteteskan reagen Methyl Red dan bakteri dapat menghasilkan
sitrat sebagai sumber karbon. Penelitian yang dilakukan oleh
Ginting et al. (2018), menjelaskan bahwa pada uji TSIA tidak
terjadinya fermentasi pada glukosa, sukrosa, dan laktosa.

BEDJ5 dan BEDJ8 memiliki persamaan karakter yang
berasal dari genus Pseudomonas. Menurut Rapi et al. (2017),
bakteri dari genus Pseudomonas tidak memiliki senyawa
indol, bersifat negatif pada uji MR (kondisi basa) dan juga VP
(tidak mengalami perubahan warna). Bakteri genus ini
termasuk dalam golongan Gram negatif berbentuk basil.

BEDJ7 berasal dari genus Enterobacter, hal ini
dijelaskan oleh Nursanty et al. (2019), menyatakan bahwa



genus yang berasal dari Enterobacter berbentuk batang dan
dapat menghasilkan sitrat sebagai sumber karbon. Genus
Enterobacter juga memiliki sifat positif dalam menghasilkan

isolat bakteri endofit tidak memiliki zona hambat pada
bakteri Gram negatif.
Menurut Septiani et al. (2017), bahwa dinding sel

enzim katalase dan dapat bersifat motil.
Hasil pada pengujian aktivitas antibakteri hanya
mampu dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji

Staphylococcus aureus dan tidak mampu dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.
Tabel 4.3 Hasil uji aktivitas antibakteri
Rata-rata Zona Hambat (mm)
NG| Mooes Teclat Escherichia coli | Staphylococcus aureus a0t
1. BEDIJI 0 2,62+0,86 Lemah
[ 2. BED2 | 0 0
3. BEDIJ3 0 2,36£1,83 Lemah
4. BEDJ4 0 0
S BEDJS 0 0
6. BEDI6 | 0 0
7. BEDI7 | 0 1 0
8. BEDIJS8 0 ‘ 2,85+0,51 Lemah

Terbentuknya zona bening pada sekitar isolat
menunjukkan bahwa bakteri endofit memungkinkan
memiliki senyawa antibakteri yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri yang bersifat patogen. Menurut
Zulfarina et al. (2022), setiap isolat memiliki perbedaan
terhadap pembentukan zona bening yang disebabkan jenis
senyawa yang dihasilkan dalam senyawa metabolit
sekunder mempunyai perbedaan antara satu isolat dengan
isolat lainya, hal itu dikarenakan besar kecilnya zona
hambat yang terbentuk tergantung pada isolat bakteri
endofit dalam menghasilkan senyawa antibakteri. Zona
bening juga dapat terbentuk apabila proses metabolisme sel
gagal sehingga pertumbuhan sel tidak dapat tumbuh.

Zona hambat yang dihasilkan pada penelitian ini
digolongkan ke dalam kategori lemah. Hal itu dijelaskan,
apabila zona bening yang terbentuk < 5 mm maka zona
hambat yang terbentuk dalam kondisi lemah. Menurut
Davis & Stout (1971); Ariyani et al. (2018) menjelaskan
zona hambat dalam kondisi lemah apabila memiliki
diameter zona hambat <5, zona hambat yang dikategorikan
sedang memiliki diameter 5-10 mm, zona hambat
dikategorikan kuat memiliki diameter 10-20 mm, dan zona
hambat kategori sangat kuat yaitu memiliki diameter zona
hambat 20 mm atau lebih.

Hasil pada penelitian ini menunjukkan bahwa hanya
bakteri S.aureus yang dapat menghasilkan zona hambat
dan tidak terdapatnya zona hambat pada bakteri E.coli,
dapat disimpulkan bahwa bakteri endofit daun jeruk purut
tidak mampu dalam menghambat pertumbuhan bakteri
E.coli. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Oktavia &
Pujiyanto (2018), menjelaskan bahwa isolat endofit yang
diisolasi langsung dari tanaman tapak dara hanya mampu
menghambat bakteri Gram positif yang diwakili oleh
S.aureus tetapi tidak untuk bakteri Gram negatif yaitu
E.coli. Fitri & Bustam (2010) mengatakan bahwa
perbedaan yang disebabkan oleh struktur dinding sel
mengakibatkan bakteri Gram negatif mempunyai sifat
pertahanan yang lebih baik terhadap antibakteri
dibandingkan bakteri Gram positif. Faktor yang
disebabkan oleh struktur dinding sel dapat mengakibatkan
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pada Gram negatif mengandung peptidoglikan yang tipis
dan juga tersusun dari tiga polimer luar yaitu lapisan
lipoprotein, lipopolisakarida dan fosfolipid. Struktur
dinding sel ini yang membuat beberapa bakteri Gram
negatif bersifat resisten terhadap antibakteri, sehingga
senyawa sulit untuk masuk ke dalam sel yang membuat
aktivitas antibakteri tidak menghasilkan zona hambat.

Golongan Gram positif memiliki struktur dinding sel
yang relatif lebih sederhana karena tersusun oleh
peptidoglikan yang tebal, lapisan polisakarida dan lipid.
Devi et al. (2021) menjelaskan bahwa denaturasi yang
terjadi pada struktur dinding sel yang mengandung
polisakarida lebih mudah dibandingkan dengan yang
tersusun dari fosfolipid. Bakteri kelompok Gram positif
lebih mudah atau sensitif untuk dapat terjadinya aktivitas
antibakteri.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan
Bakteri endofit yang telah berhasil diisolasi dari daun jeruk
purut (Citrus hystrix) berjumlah delapan isolat. Bakteri
endofit daun jeruk purut (Citrus hystrix) menunjukkan
hanya dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen
Staphylococcus aureus.
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