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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui isolat bakteri endofit purwoceng sebagai
antibakteri. Pengujian antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi sumuran. Isolat
bakteri endofit potensial terlebih dahulu diinokulasi ke dalam media fermentasi cair selama 52
jam dan selanjutnya dilakukan proses ekstraksi menggunakan pelarut n-Heksan. Ekstrak kasar
ini digunakan untuk pengujian antibakteri terhadap K. pneumoniae dan S. typhi. Aktivitas
antibakteri isolat bakteri endofit menggunakan media MHA (Mueller Hinton Agar) dengan
ketebalan 6 mm dan ukuran diameter sumuran 5 mm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
isolat bakteri endofit tanaman purwoceng tidak dapat menghambat pertumbuhan K. preumoniae
dan S. typhi.

Kata kunci: antibakteri; bakteri endofit; purwoceng

ABSTRACT

This study aims to determine the isolates of purwoceng endophytic bacteria as
antibacterial. Antibacterial testing was carried out using the well diffusion method. Potential
endophytic bacterial isolates were first inoculated into liquid fermentation media for 52 hours
and then extracted using n-hexane solvent. This crude extract is used for antibacterial testing
against K. pneumoniae and S. typhi. The antibacterial activity of endophytic bacteria isolates
using MHA (Mueller Hinton Agar) media with a thickness of 6 mm and a well diameter of 5
mm. The results showed that the isolates of purwoceng endophytic bacteria could not inhibit the

growth of K. pneumoniae and S. typhi.
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PENDAHULUAN
Purwoceng  (Pimpinella  pruatjan
Molk.) merupakan tanaman endemik

Indonesia yang telah diketahui berkhasiat
obat yaitu sebagai aprodisiak (Nasihun,
2009), diuretik dan tonik (Roostika dkk.,
2007). Khasiat obat dari tanaman tidak
terlepas dari kandungan senyawa bioaktif
yang dimilikinya seperti alkaloid, flavonoid,
saponin (Karuppusamy, 2009), tanin (Utami
dkk., 2008) dan yang lainnya. Melalui
penelitian  terdahulu, diketahui bahwa
mikrobia dapat membantu proses
metabolisme tanaman inang dan
menghasilkan metabolit sekunder yang
berpotensial (Tan & Zou, 2001). Mikrobia
yang berada di dalam jaringan tanaman
dikenal dengan mikrobia endofit. Mikrobia
endofit yang umum ditemukan adalah jamur
dan bakteri (Strobel & Daisy, 2003).
Kemampuan mikrobia endofit
menghasilkan senyawa metabolit sekunder
yang sama dengan
merupakan potensi yang sangat besar dan
dapat diandalkan untuk memproduksi
metabolit sekunder dari mikrobia endofit
yang diisolasi dari tanaman tersebut.
Senyawa bioaktif metabolit sekunder yang
dihasilkan bakteri endofit dapat digunakan
sebagai antibakteri terhadap bakteri patogen
(Ding dkk., 2011; Malfanova dkk., 2012).
Wilson (2014) telah berhasil mengisolasi
bakteri endofit dari akar tanaman purwoceng
(Pimpinella pruatjan Molk.) yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.
Kartikasari dan Putri (2016) juga dapat
menunjukkan isolat bakteri endofit tanaman
purwoceng menghambat bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan S. aureus.
Oleh karena itu, potensi antibakteri dari
bakteri endofit Purwoceng (Pimpinella

tanaman inangnya,
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pruatjian Molk.) dalam menghambat bakteri
patogen penyebab infeksi manusia sangatlah
besar sehingga diperlukan penelitian lebih
lanjut.

METODE PENELITIAN

1. Subkultur (peremajaan) Isolat Bakteri
Endofit

Isolat bakteri endofit (GP11) yang telah
diperoleh  dari  penelitian sebelumnya
disubkultur. Kultur bakteri endofit diambil
lalu disubkultur ke media TSB (7ryptic Soy
Broth) dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 24-48 jam. Kultur bakteri yang telah
tumbuh diambil menggunakan ose dan
dilakukan goresan kuadran. Setelah itu,
diinkubasi selama 24 jam. Koloni yang
tumbuh diamati, jika koloni telah murni
(tidak ada kontaminasi) isolat
dilakukan pengecatan Gram dan diamati
menggunakan mikroskop cahaya kemudian
hasil pengamatan koloni dan pengecatan
Gram dibandingkan dengan data penelitian
sebelumnya. Selanjutnya, isolat digoreskan
pada media TSA slant sebagai kultur murni.

maka

2. Subkultur Bakteri Uji

Bakteri uji K. pneumoniae dan S. typhi
disubkultur kembali dengan
menginokulasikan pada media TSB lalu
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Setelah inkubasi, sebanyak satu ose suspensi
bakteri diambil dan diinokulasikan pada
media MC dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Selain itu, isolat bakteri uji
juga diinokulasikan pada media-media
biokimia.  Selanjutnya, bakteri  dapat
digunakan untuk pengujian antibakteri.
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3. Fermentasi Metabolit Sekunder Isolat
Bakteri Endofit (Elita dkk., 2013)

Isolat bakteri endofit yang berumur 24
jam dari TSA miring, diambil 1 ose lalu
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang
berisi 30 ml media TSB dan diinkubasi
selama 24 jam untuk digunakan sebagai
starter  inokulum.  Selanjutnya  starter
inokulum diambil dan dilakukan
pengenceran 10" dalam larutan ringer lalu
kekeruhan dibandingkan dengan larutan
standard McFarland 0.5. Starter inokulum
kemudian diambil 10% v/v dan dimasukkan
dalam 300 ml TSB steril lalu diinkubasi pada
shaker rotator selama 52 jam dengan suhu
ruang. Fermentasi bakteri endofit dipanen
pada akhir fase stasioner. Hal ini berdasarkan
pada Pelczar & Chan (1986), bahwa
metabolit sekunder (antibiotik, vitamin, dan
hormon) dihasilkan oleh mikroorganisme
pada akhir fase stasioner pertumbuhannya.

4. Ekstraksi Metabolit Sekunder

Suspensi bakteri pada media fermentasi
ditambahkan pelarut n-Heksan dengan
perbandingan volume 1:1. Campuran larutan
dikocok selama 10 menit dan didiamkan
hingga terbentuk 3 lapisan. Lapisan pertama
dan kedua yang terbentuk diambil dan
lapisan bawah ditambahkan kembali dengan
pelrut n-Heksan hingga tidak terbentuk tiga
lapisan. Filtrat yang diperoleh selanjutnya
diuapkan dengan waterbath pada suhu 55°C
sampai pelarut menguap sempurna. Ekstrak
kasar yang diperoleh digunakan untuk
pengujian antibakteri.

5. Pengujian Aktivitas Antibakteri

Uji ini dilakukan dengan metode agar
well diffusion. Biakan bakteri uji diambil
sebanyak 1 ose lalu dimasukkan ke tabung
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reaksi berisi 5 ml larutan ringer dan
dihomogenkan. Kekeruhan dibandingkan
dengan larutan standard McFarland 0.5.
Sebanyak 100pul bakteri
dimasukkan ke dalam media MHA dengan
ketebalan 6 mm dan diratakan dengan

suspensi

spreader glaas. Setelah 30 menit proses
inokulasi, sumuran agar dibuat dengan cork
borer steril (diameter 5 mm). Setiap media
dibuat tiga sumuran yang masing-masing
diisi sebanyak 100ul ekstrak metabolit
bakteri endofit, akuades steril (kontrol
negatif) dan Amphicilin (kontrol positif).
Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam.
Pengamatan dilakukan setelah masa inkubasi
yaitu dengan melihat dan mengukur zona
bening yang terbentuk.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat bakteri endofit GP11 berhasil
disubkultur dan memiliki ciri-ciri koloni
berwarna krem, tepian koloni bulat, elevasi
cembung dan konsistensi smooth (Gambar
la). Hasil pengecatan Gram isolat GP11
memiliki sifat Gram negatif, memiliki
bentuk sel basil dan susunan soliter (Gambar
1b). Morfologi koloni dan sel yang diperoleh
dari hasil peremajaan ini telah sesuai dengan
ciri-ciri isolat GP11 berdasarkan penelitian
Wilson (2014). Isolat GPI11
diinokulasikan pada media fermentasi yaitu
TSB dengan 300ml. Media
fermentasi ini digunakan untuk memperoleh
metabolit sekunder dari bakteri endofit.
Media digojog selama tiga hari yang
bertujuan untuk memberikan aerasi isolat
GP11 sehingga kondisi ini membantu bakteri
dalam menghasilkan metabolit sekunder.

selanjutnya

volume
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Gambar 1. Morfologi koloni (a) dan
morfologi sel (b) isolat bakteri
endofit GP11 (Dokumentasi
pribadi 2018).

Pelarut n-heksan ditambahkan ke
dalam  media  fermentasi  kemudian
dipisahkan menggunakan corong pisah.
Lapisan bagian atas dikumpulkan dan
dipekatkan menggunakan waterbath sampai
terbentuk pasta (Gambar 2).

a b

Gambar 2. Proses ekstraksi suspensi isolat
GP11dengan pelarut n-Heksan
(a) dan ekstrak kasar isolat GP11

(b).

Ekstrak metabolit sekunder 1isolat
GP11 yang diperoleh digunakan untuk
pengujian antibakteri terhadap bakteri uji
(patogen) dengan menggunakan difusi
sumuran. Aktivitas antibakteri menggunakan
metode  difusi  ditunjukkan  dengan
terbentuknya zona hambat disekitar sumuran
yang telah diberi ekstrak metabolit sekunder
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isolat GPI11. Hasil pengujian antibakteri
seperti Gambar 3 dan 4.

Gambar 3. Hasil daya hambat antibakteri
ekstrak isolat GPI11 terhadap
K.pneumoniae dengan
konsentrasi 50 mg/mL (A), 60
mg/mL (B), 70 mg/mL (C), 80
mg/mL (D), 90 mg/mL (E) dan
100mg/mL (F).

Berdasarkan Gambar 3 dan 4
diperoleh hasil bahwa ekstrak n-heksan isolat
GP11 tidak dapat menghambat bakteri
patogen K. pneumoniae dan S. typhi
ditunjukkan dengan tidak terbentuknya zona
jernih disekitar sumuran. Hal ini terjadi
karena  ekstrak  dari  isolat  GPI11
kemungkinan bukan senyawa yang bersifat
antibakteri. Beberapa penelitian
menunjukkan mikroba endofit menghasilkan
zat antioksidan (Jayanti et al., 2011), hormon
IAA (Patel et al., 2012), antitumor (Chen et
al., 2013) dan antifungal (Pereira de melo et
al., 2009). Selain itu, pelarut n-heksan
dimungkinkan tidak melarutkan senyawa-
senyawa  fitokimia  seperti  alkaloid,
flavonoid, saponin yang dimiliki oleh bakteri
endofit. Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian Lertcanawanichakul et al. (2015)
yang memperoleh hasil ekstrak fraksi n-
heksan dari Streptomyces lydicus A2 tidak
menghambat beberapa bakteri patogen
ditandai dengan zona hambat yang terbentuk
yaitu 0 mm.
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KESIMPULAN

Isolat bakteri endofit belum potensial
sebagai antibakteri untuk K. pneumoniae dan

S. typhi.
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