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Bakteri Staphylococccus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa termasuk dari
bakteri penyebab umum infeksi kulit. Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di
dalam jaringan tanaman dan tidak menyebabkan dampak negatif pada tanaman
inangnya. Beberapa studi menunjukkan bahwa bakteri endofit mampu
menghasilkan senyawa potensial sebagai antibakteri. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui karakteristik, mengidentifikasi, dan aktivitas penghambatan
bakteri endofit pada daun kenanga (Cananga odorata) terhadap bakteri
Staphylococccus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa. Metode yang
digunakan dalam penelitian ini adalah mengisolasi bakteri endofit daun kenanga
metode Spread plate dan uji aktivitas antibakteri dengan metode Kirby bauer.
Hasil penelitian diperoleh 12 isolat bakteri endofit dengan karakter morfologi
yang berbeda-beda. Berdasarkan hasil identifikasi secara makroskopis,
mikroskopis, dan uji biokimia menunjukkan kedua belas isolat tersebut adalah
genus Pseudomonas sp., Bacillus sp., dan Acinetobacter sp. Hasil uji aktivitas
menunjukkan bahwa kedua belas isolat memiliki kemampuan dalam menghambat
bakteri Staphylococccus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dengan
kategori yang berbeda-beda. Zona hambat terhadap bakteri Staphylococcus
epidermidis memiliki kategori lemah dan sedang sedangkan zona hambat terhadap
Pseudomonas aeruginosa memiliki kategori lemah, sedang, dan kuat. Isolat yang
paling berpotensi dalam menghambat Staphylococccus epidermidis adalah ECS5
dengan rerata diameter zona hambat 7,18 mm sedangkan isolat EC1 potensial
dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa dengan rerata diameter zona
hambat 13,9 mm.

Kata kunci:  Bakteri endofit, daun kenanga (Cananga odorata), aktivitas
antibakteri, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa.
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The bacteria Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas aeruginosa are
among the bacteria that commonly cause skin infections. Endophytic bacteria are
bacteria that live in plant tissue and do not cause negative impacts on their host
plants. Several studies show that endophytic bacteria are able to produce
potential antibacterial compounds. This research aims to determine the
characteristics, identifiy, and inhibitory activity of endophytic bacteria on ylang
vlang (Cananga odorata) leaves against the bacteria Staphylococcus epidermidis
and Pseudomonas aeruginosa. The method used in this research was isolating
viang-ylang leaf endophytic bacteria using the spread plate method and testing
antibacterial activity using the Kirby Bauer method. The research results
obtained 12 isolates of endophytic bacteria with different morphological
characters. Based on the results of macroscopic, microscopic and biochemical
test identification, it showed that the twelve isolates belonged to the genus
Pseudomonas sp., Bacillus sp., and Acinetobacter sp. The activity test results
showed that the twelve isolates had the ability to inhibit Staphylococcus
epidermidis and Pseudomonas aeruginosa bacteria in different categories. The
zone of inhibition against Staphylococcus epidermidis bacteria has weak and
moderate categories, while the zome of inhibition against Pseudomonas
aeruginosa has weak, medium and strong categories. The isolate with the most
potential in inhibiting Staphylococcus epidermidis is EC5 with an average
inhibitory zone diameter of 7.18 mm, while the ECI isolate has the potential to
inhibit Pseudomonas aeruginosa with an average inhibitory zone diameter of 13.9
mm.

Keyword: Endophytic bacteria, ylang-ylang leaves (Cananga odorata),
antibacterial activity, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa.
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BAB I
PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Organ terluas yang menutupi seluruh tubuh manusia yaitu kulit. Kulit
merupakan jaringan penutup tubuh yang menutupi serta melindungi permukaan tubuh
(Hasliani, 2021). Selain itu, beberapa peranan kulit lainnya yaitu sebagai alat ekskresi
berupa keringat, penimbun lemak, alat indra peraba, dan pengatur suhu tubuh.
Dikarenakan letaknya paling luar, maka kulit adalah bagian tubuh yang langsung
menerima rangsangan dari luar seperti sentuhan dan rasa sakit, serta rangsangan
lainnya dari luar. Oleh karena itu, berbagai penyakit sering kali menyerang kulit
(Handayani, 2021).

Indonesia adalah negara beriklim tropis sehingga rawan bagi bakteri, jamur,
dan virus untuk menginfeksi kulit manusia. Adapun jenis-jenis penyakit kulit antara
lain kudis (Scabies), kusta, panu, dermatitis, dan tinea. Permasalahan kulit yang
sering ditemukan antara lain tekstur kasar, kulit kering, ruam kulit, jerawat, dermatitis
kontak, hilangnya lapisan epidermidis, serta bersisik pada area tangan, kaki, dan juga
wajah (Agustina et al., 2022). Penyakit ini sering dianggap sepele oleh masyarakat
karena beranggapan bahwa penyakit ini tidak terlalu berbahaya atau menyebabkan
kematian. Pola pikir tersebut tidak benar karena jika penyakit ini diabaikan terus
menerus, maka penyakit tersebut semakin menyebar sehingga sulit diobati (Rismanto
et al., 2019). Data Profil Kesehatan Indonesia 2020 menunjukkan bahwa angka
prevalensi penyakit kulit di Indonesia mencapai 49 % kasus per 10.000 penduduk
(Kemenkes RI, 2021).

Penyebab umum infeksi kulit yaitu bakteri Gram positif terdiri dari genus
Streptococcus sp. dan Staphylococcus sp. serta bakteri Gram negatif seperti
Pseudomonas aeruginosa (Situmorang, 2018). Staphylococcus epidermidis adalah

flora normal pada kulit manusia yang bersifat oportunistik (Retnaningsih et al.,



2019). Jerawat atau acmne vulgaris adalah jenis infeksi kulit yang disebabkan oleh
beberapa bakteri yaitu Propionibacterium acnes, S. epidermidis, dan S. aureus
(Wardani et al., 2020). Secara global, acne vulgaris memiliki 4,96 juta kasus dan
3,52 juta dari jumlah tersebut terjadi pada orang yang berusia 15-49 tahun (Institute
for Health Metrics and Evaluation, 2019). Bakteri P. aeruginosa menempati urutan
ketiga bakteri penyebab infeksi oportunistik. Pembentukan abses kulit atau nanah
luka bakar adalah salah satu contoh dari infeksi bakteri ini (Untu, 2019). Sebuah
penelitian di Afrika Selatan menunjukkan bahwa lebih dari setengah (52,5%) pasien
luka bakar dirawat karena infeksi (Oley et al, 2022). Penelitian Mahdani et a/ (2022)
mendapatkan pola bakteri penyebab infeksi luka bakar di RSDU (Rumah Sakit
Umum Daerah) Dr. Zainal Abidin didominasi oleh bakteri Gram negatif yaitu
Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii, dan Pseudomonas aeruginosa.

Upaya yang sering dilakukan untuk menangani masalah kesehatan yang
disebabkan oleh patogen penyebab penyakit yaitu dengan memakai antibiotik.
Penggunaan antibiotik secara terus menerus tanpa kendali dan kontrol dapat
menyebabkan kasus resistensi (Wulansari er al., 2019). Resistensi terjadi ketika
bakteri mengalami kekebalan sebagai respon terhadap antibiotik yang awalnya
sensitif terhadap pengobatan. Salah satu upaya untuk menghindari ataupun
mengurangi resistensi antibiotik adalah dengan mencari opsi lain yakni
memanfaatkan senyawa metabolit yang bersifat antimikroba dari tanaman berkhasiat
atau tanaman obat (Lestari dan Asri, 2021).

Berdasarkan penelitian Lathifah e a/ (2021), didapatkan ekstrak etanol daun
ketepeng cina (Cassia alata) pada konsentrasi 10 % mampu menghambat S.
epidermidis dan P. aeruginosa dengan diameter yang didapat adalah 5 mm dan 6,8
mm. Hal ini dapat dikategorikan bahwa diameter zona hambat yang didapat yaitu
sedang. Wardani et al (2020) mendapatkan bahwa ekstrak etanol daun tanaman
ashibata (Angelica keiskei) mempunyai aktivitas antibakteri dalam menghambat S.
epidermidis. Hasil penelitian didapatkan bahwa pada konsentrasi 100% didapatkan

diameter zona hambat rerata 19,66 + 0,57 mm.



Secara umum, para peneliti memanfaatkan senyawa bioaktif dari ekstrak
tanaman langsung. Isolasi senyawa bioaktif dari tanaman aslinya secara langsung
adalah cara yang kurang efisien dikarenakan banyak biomassa dari tanaman yang
dibutuhkan. Hal tersebut dikhawatirkan dapat mengurangi sumber daya hayati yang
tersedia dikarenakan adanya hambatan dalam budidaya (Hamtini et al., 2021; Astuty
et al., 2019). Adapun cara yang efektif untuk mendapatkan senyawa bioaktif tersebut
yakni dengan memanfaatkan mikroba endofit seperti bakteri endofit. Penggunaan
bakteri endofit dianggap lebih efektif dikarenakan waktu yang dibutuhkan relatif
singkat dari pada ekstraksi. Beberapa penelitian mendapatkan bahwa bakteri endofit
tertentu dapat menghasilkan senyawa kimia yang berpengaruh terhadap kesehatan,
terutama bakteri endofit yang berasal dari tumbuhan obat (Sadikin ez al., 2021).

Bakteri menguntungkan yang menghabiskan seluruh atau sebagian siklus
hidupnya pada tanaman tanpa mengganggu atau merugikan tanaman inangnya disebut
dengan bakteri endofit (Rori ef al., 2020). Bakteri endofit mampu menghasilkan
senyawa metabolit yang mirip atau identik dengan inangnya. Beberapa pemanfaatan
senyawa metabolit bakteri endofit yaitu sebagai antimikroba, imunosupresif,
antikanker, antimalaria, dan antidiabetes (Yati ef al., 2018; Sepriana et al., 2020).
Bakteri endofit terdapat pada akar, batang, daun, bunga, dan buah. Bakteri endofit
biasanya mudah berkolonisasi di daun karena permukaannya yang luas, kaya nutrisi,
dan dinding sel yang tipis (Sulistiyani dan Kusumawati, 2019).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Karlina (2023) didapatkan zona
hambat sebesar 14,63 pada uji aktivitas bakteri endofit daun alpukat (Persea
Americana) terhadap S. epidermidis. Hal ini termasuk kategori zona hambat kuat.
Wulansari et al (2019) mendapatkan bahwa bakteri endofit dari daun bangle
(Zingiber cassumunar) dapat menghambat S. epidermidis dan P. aeruginosa dengan

menghasilkan zona hambat terbesar masing-masing sebesar 6,80 mm dan 7,21 mm.



Kenanga (Cananga odorata Lam.) adalah salah satu tanaman kehutanan yang
tumbuh dengan baik di daerah tropis dataran rendah yang lembab. Tanaman kenanga
tersebar di negara Indonesia, Kamboja, Laos, Malaysia, Myanmar, Filipina, Thailand,
Vietnam, Papua Nugini, dan Kepulauan Solomon (Nurhayani et al., 2019). Bagian
dari tanaman kenanga yang sering dimanfaatkan yaitu bunga kenanga. Masyarakat
sering menggunakan bunga kenanga sebagai wewangian, minyak rambut yang
dicampurkan ke dalam minyak kelapa, serta sebagai masker wajah (Zahrina, 2020).

Daun kenangan (C. odorata) memiliki kandungan lemak, karbohidrat, minyak
atsiri, glikosida antrakuinon, senyawa fenolik, alkaloid, flavonoid, saponin, steroid,
dan tanin. Senyawa metabolit tersebut dapat dimanfaatkan sebagai antimikroba,
antiinflamasi, dan antikanker yang potensial (Jiea et al., 2022 dan Sepriani et al.,
2023). C. odorata adalah salah satu jenis tanaman penghasil minyak atsiri dengan
aroma yang khas (Budi et al., 2018). Menurut Amelia dan Rubiyanto (2020), minyak
atsiri dari tanaman kenanga memiliki senyawa metabolit sekunder yang dapat
diformulasikan ke dalam produk kosmetik alami tanpa bahan kimia lainnya. Beberapa
manfaat kenanga (ylang ylang) dalam bidang kosmetik adalah dapat mengurangi efek
kerutan usia pada kulit wajah, mengatasi masalah jerawat, kulit berminyak, dan kasar
serta merangsang pertumbuhan sel baru.

Sifat antibakteri dari metabolit tanaman C. odorata telah diuji terhadap
bakteri Gram negatif dan Gram positif (Rita et al., 2019). Penelitian Sepriani et al
(2023) menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun kenanga (C. odorata) mendapatkan
zona hambat kuat terhadap S. epidermidis pada konsentrasi 80% dengan diameter
zona hambat 13,5 mm. Penelitian Semadhi ef a/ (2022) didapatkan bahwa ekstrak
etanol kulit batang tanaman kenanga (C. odorata) mampu menghambat
pertumbungan bakteri S. aureus. Berdasarkan hasil penelitian, zona hambat terbesar
didapatkan pada konsentrasi 100% dengan rerata diameter 18,2 mm. Selain itu,
Herlina et al (2020) menguji aktivitas antibakteri minyak atsiri bunga kenanga
terhadap Eschericia coli. Hasil penelitian menunjukkan nilai zona hambat pada

konsentrasi 5% sebesar 6,86 mm terhadap pertumbuhan E. coli.



Penelitian mengenai karakterisasi serta aktvitas antibakteri bakteri endofit

pada tanaman kenanga belum pernah dilakukan penelitian. Oleh sebab itu, peneliti

tertarik ingin melakukan penelitian dengan judul “Karakterisasi dan Aktivitas Bakteri

Endofit Daun Kenanga (Cananga odorata) Terhadap Bakteri  Staphylococcus

epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa’.

I.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka yang menjadi

rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1.

2.

Bagaimana karakteristik bakteri endofit yang terdapat pada daun kenanga
(Cananga odorata) ?

Bagaimana aktivitas antibakteri bakteri endofit pada daun kenanga (Cananga
odorata) terhadap Dbakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas

aeruginosa ?

I.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka yang menjadi tujuan penelitian

adalah :

1.

Untuk mengetahui karakteristik bakteri endofit yang terdapat pada daun
kenanga (C. odorata).

Untuk mengetahui aktivitas antibakteri bakteri endofit pada daun kenanga (C.
odorata) terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas

aeruginosa.

I.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu:

. Dapat memberikan informasi khususnya bagi mahasiswa dibidang

mikrobiologi mengenai karakterisasi bakteri endofit pada daun kenanga

(Cananga odorata).



2. Dapat dijadikan alternatif pengganti antibiotik dengan memanfaatkan senyawa
metabolit sekunder bakteri endofit dari daun kenanga yang berpotensi sebagai
antibakteri.

3. Dapat menambah wawasan, pengalaman, serta sebagai acuan untuk penelitian

selanjutnya.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

II.1 Tanaman Kenanga (Cananga odorata (Lamk) Hook.f & Thomson)
I1.1.1 Morfologi Tanaman Kenanga (Cananga odorata)

Tanaman kenanga (C. odorata) merupakan pohon berbunga hijau dari famili
Annonaceae asli yang berasal dari kepulauan Indonesia (Ramadhani dan Salamah,
2021). C odorata dapat tumbuh subur pada dataran rendah yang lembab dengan
kondisi daerah yang tropis (Semadhi et al., 2022). Tanaman kenanga merupakan
tanaman yang memiliki tinggi mencapai 30 cm dengan batang besar berdiameter 45
cm. Tanaman kenanga dapat tumbuh hingga usianya mencapai puluhan tahun dengan
tinggi hingga 30-40 m. Tanaman ini juga memiliki batang yang mudah patah saat usia
muda. Kulit batangnya memiliki tekstur halus dengan warna abu-abu pucat hingga
keperakan (Wulandari dan Nurhayani, 2019).

Daun kenanga berjenis tunggal, bulat telur, tersebae, ujung daunnya runcing,
pangkal daun rata dengan lebar 3-14 cm, panjang 10-23 cm, pertulangannya
menyirip, dan bertangkai dengan panjang 1-5 cm (Hamdan dan Musniati, 2019).
Bunga tanaman ini ketika masih muda berwarna hijau, namun ketika bunga kenanga
ini tua maka bunga kenanga serta berwarna kuning. Bagian akar tanaman ini
mempunyai jenis akar tunggang serta berwarna coklat (Ramadhani dan Salamah,
2021). Buah dari tanaman kenanga berbentuk bergerombol, berdaging, dan berbentuk
bulat telur atau lonjong. Buah kenanga yang belum matang berwarna hijau sedangkan
pada saat matang buah ini menjadi kehitaman. Buah kenanga memiliki panjang
berukuran 0,98-2,5 cm dan diameternya 0,42-1,63 cm. Kulit biji buah yang belum
matang memiliki lapisan yang lebih tipis yaitu 0,03 mm dikarenakan tidak mengalami

penebalan (Nurhayani et al., 2019).



Gambar II.1 : Tanaman Kenanga (Cananga odorata): (a) Daun; (b) Buah
(Nurhayani et al, 2019); (c) Bunga (Ramadhani dan
Salamah, 2021)

I1.1.2 Kandungan Daun Kenanga (Cananga odorata)

Kenanga adalah salah satu jenis tanaman yang memproduksi minyak atsiri
dengan bau yang khas (Anggia et al., 2018). Menurut hasil uji fitokimia, daun
kenanga (C. odorata) mengandung senyawa metabolit berupa minyak atsiri,
glikosida antrakuinon, flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, steroid, dan senyawa
fenolik (Jiea et al., 2022 dan Sepriani et al., 2023). Senyawa-senyawa metabolit
sekunder tersebut mampu bertindak sebagai antioksidan dan memiliki
mekanismenya masing-masing dalam menghambat mikroba patogen (Semadhi et
al., 2022).

Prinsip kerja agen antibakteri secara umum yaitu menghambat sintesis
protein dan dinding sel bakteri, mengganggu metabolisme, mengganggu
permeabilitas membran sel, serta merusak asam nukleat. Mekanisme minyak atsiri
sebagai antibakteri yaitu mengganggu proses sintesis dinding sel. Alkaloid dapat
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan yang Dberguna untuk
kelangsungan hidup bakteri pada lingkungan hipotonis (Sadiah et al., 2022).
Peran flavonoid sebagai antibakteri yaitu membentuk senyawa kompleks dengan
protein ekstraseluler sehingga fungsi dinding sel menjadi terganggu (Kusuma et
al., 2017). Fenol berperan sebagai racun dengan menghambat aktivitas enzim
serta mendenaturasi protein sehingga metabolisme sel terganggu dan sel bakteri

menjadi mati. Adapun senyawa tanin sebagai antibakteri yaitu dengan



menghambat kerja enzim ekstraseluler serta mengambil alih substrat yang

dibutuhkan dalam pertumbuhan bakteri (Sari et al., 2017).

I1.1.3 Manfaat Tanaman Kenanga (Cananga odorata)

Tanaman C. odorata memiliki banyak manfaat yang membuat tanaman ini
penting untuk dibudidayakan. Kayu tanaman kenanga sering digunakan sebagai
bahan bakar. Kulitnya sering digunakan untuk membuat tali. Biji kenanga dapat
digunakan sebagai antipiretik. Bunga kenanga sering digunakan sebagai bahan
ritual budaya (Propantoko, 2018). Selain itu, bunga kenanga juga bisa digunakan
untuk mengobati penyakit malaria. Daun kenanga dapat dioleskan pada kulit
untuk mengobati gatal-gatal (Wulandari dan Ferawati, 2019).

Metabolit sekunder yang dihasilkan pada bunga kenanga dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku obat yang potensial karena senyawa tersebut
kaya akan antioksidan dan zat antibakteri. Antioksidan ini dapat berperan sebagai
penangkal radikal bebas dalam tubuh yang memungkinkan kanker terbentuk dan
berkembang. Sementara itu, zat antibakteri yang terkandung dalam komposisi ini
dapat membunuh bakteri pada permukaan kulit dan pakaian sehingga dapat
digunakan sebagai hand sanitizer (Putri et al., 2020).

Tanaman kenanga juga dimanfaatkan sebagai aromaterapi, dikarenakan
kenanga ini termasuk salah satu jenis pendekatan non-farmakologi untuk
menurunkan tingkat kecemasan yang relatif murah, mudah dicari, dan juga aman
(Ayuni ef al., 2021). Selain itu, tanaman kenanga ini banyak di jadikan bahan
baku kosmetik dan parfum dikarenakan mampu menghasilkan minyak atsiri.
Pohon kenanga (C. odorata) mampu menghasilkan bunga yang memiliki
kandungan minyak atsiri 1-2%. Bunga ini banyak dimanfaatkan sebagai produk
kecantikan lainnya seperti sabun, sampo, dan minyak rambut. Sedangkan bunga
kenanga ini memiliki bau yang harum sehingga banyak yang memanfaatkan

sebagai aromaterapi dan pengharum ruangan (Handayani, 2020).
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I1.1.4 Klasifikasi lmiah Tanaman Kenanga (Cananga odorata)
Menurut Itis.gov (2022) Taksonomi dari tanaman kenanga sebagai berikut:
Kingdom : Plantae
Divisi : Tracheophyta

Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Magnoliales
Famili : Annonaceae
Genus : Cananga

Spesies  : Cananga odorata

I1.2 Bakteri Endofit
11.2.1 Metabolit Sekunder Bakteri Endofit

Mikroba yang hidup di dalam jaringan tanaman serta berkoloni dalam
jaringan tersebut tanpa menimbulkan dampak negatif pada tanaman disebut
mikroba endofit (Rollando, 2019). Salah satu mikroba endofit yaitu bakteri
endofit. Bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman yang sehat serta tidak
menyebabkan dampak negatif pada inangnya atau host plane disebut bakteri
endofit. Bakteri ini dapat bersifat fakultatif ataupun obligat. Bakteri endofit
obligat dapat tumbuh tergantung tanaman inangnya. Bakteri yang mempunyai
tahapan dalam siklus hidupnya di luar inang atau di lingkungannya disebut bakteri
endofit fakultatif (Tangapo, 2020). Bakteri endofit dapat bertahan dalam
lingkungan yang merugikan sehingga dapat meningkatkan resistensi terhadap
fitopatogen, kondisi pH, dan salinitas yang mencekam serta suhu yang ekstrim
yaitu suhu 4 °C maupun 50 °C (Husna et al., 2018).

Bakteri endofit memiliki peran sebagai penghasil senyawa bioaktif yang
dapat melindungi sel inang dari dampak lingkungan serta serangan dari mikroba
patogen (Afzal et al., 2019). Bakteri endofit mempunyai kemampuan dalam
memproduksi senyawa bioaktif yang serupa dengan inangnya akibat adanya
transfer genetik (genetic recombinan) antara tanaman inang dan bakteri endofit
(Kuntari et al., 2017). Kandungan senyawa bioaktif pada bakteri endofit

mempunyai manfaat antara lain sebagai antibakteri, antifungi, antivirus,
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antikanker, antidiabetes serta sebagai pemicu hormon pertumbuhan tanaman

(Pratiwi, 2021).

I1.2.2 Mekanisme dan Manfaat Bakteri Endofit

Bakteri endofit berasal dari lingkungan luar tanaman dan masuk melewati
stomata, lentisel, luka, dan dapat juga masuk melalui akar yang sedang
berkecambah dan akar lateral. Bakteri endofit dapat berkoloni pada jaringan
tanaman secara sistemik dengan melakukan endosimbiosis baik di dalam sel
ataupun dalam jaringan pembuluh tanaman (Tangapo, 2020). Bakteri endofit
pada daun dapat berasal dari tanah yang masuk ke perakaran sekunder dengan
mengekskresikan enzim pektinase atau selulase, kemudian bakteri endofit menuju
ke daun melalui pembuluh xilem. Bakteri tersebut juga dapat berasal dari udara,
lalu menempel pada permukaan daun dan dilakukan penetrasi melalui stomata
(Pratiwi, 2018).

Keberadaan endofit pada jaringan tanaman dapat merangsang
pertumbuhan tanaman serta bermanfaat sebagai unit pengendali hayati.
Keuntungan endofit terhadap tanaman yaitu seperti agen antimikroba, fiksasi
nitrogen, hormon pertumbuhan, produksi siderophore, mobilitas fosfat, dan
meningkatkan ketahanan tanaman terhadap cekaman lingkungan (Hanif dan
Susanti, 2017). Bakteri endofit juga dapat memproduksi enzim yang berperan
dalam pengangkutan nitrogen dan karbon untuk membantu proses-proses
metabolisme sel (Nuruwe et al., 2020). Bakteri endofit memiliki manfaat dalam
bidang medis seperti obat-obatan serta pertanian yakni remediasi lahan tercemar

oleh senyawa yang dihasilkan bakteri endofit (Pulungan dan Tumangger, 2018).

I1.3 Bakteri Uji
11.3.1 Staphylococcus epidermidis

Bakteri S. epidermidis merupakan bakteri flora normal pada kulit, saluran
pencernaan, dan pernapasan. Bakteri S. epidermidis sering terdapat juga pada air,
debu, dan tanah. Bakteri ini berbentuk kokus dan termasuk jenis Gram positif
(Aviany dan Pujianto, 2020). Ciri khas dinding sel bakteri Gram positif yaitu
memiliki lapisan peptidoglikan yang tebal (20-80 nm) serta tidak memiliki
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membran luar, namun bakteri ini memiliki asam lipoteikoat dan asam teikoat yang
terikat secara kovalen pada peptidoglikan (Rohde, 2019). Dinding sel asam teikoat
terbentuk dari polimerisasi gliserol, glukosa, dan N-asetilglukosamin. .
epidermidis ini merupakan bakteri anaerob fakultatif, tetapi juga tumbuh dengan
baik pada kondisi aerobik (Lolou et al., 2019). Spesies S. epidermidis memiliki

warna koloni abu-abu hingga berwarna putih (Aulia et al., 2022).

S. epidermidis dapat menyebarkan penyakit melalui kontak dengan
peralatan yang terkontaminasi dikarenakan kemampuan S. epidermidis dalam
membentuk biofilm pada permukaan peralatan, penularan penyakit dapat dengan
mudah terjadi di lingkungan. Bakteri ini dapat mudah terinfeksi yang memiliki
sistem kekebalan yang lemah (Rahminiwati et al, 2020). Bakteri S. epidermidis
adalah salah satu bakteri penyebab Acne vulgaris atau jerawat. A. vulgaris adalah
kelainan kulit yang sangat umum yang muncul dengan lesi non-inflamasi dan
inflamasi pada di wajah, dada, punggung, dan juga lengan atas (Juhl et al., 2018).
Bakteri yang paling sering menginfeksi kulit, membentuk nanah, serta berperan
dalam pembentukan Acne vulgaris adalah Propionibacterium acnes dan
Staphylococcus epidermidis. Bakteri ini memiliki enzim lipase yang mengurai
trigliserida sebagai komponen utama sebum menjadi asam lemak bebas, hal ini
membuat bakteri berkolonisasi sehingga terjadi inflasi yang dapat menyebabkan

jerawat (Sifatullah et al., 2021 dan Zahrah et al., 2019).
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Gambar 11.2: Bakteri Staphylococcus epidermidis: (A) Pewarnaan Gram; (B)
Bentuk Sel (berbentuk bulat dengan diameter 0,5-1,5 pm);
(C) Koloni pada Media PDA (Potato Dextrose Agar); (D)
Bentuk Koloni S. epidermidis (Zhou dan Li, 2015).

Menurut Itis.gov (2022) Taksonomi ilmiah bakteri S. epidermidis sebagai

berikut:
Kingdom : Bacteria
Divisi : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Famili : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Spesies : Staphylococcus epidermidis

11.3.2 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri yang habitatnya di tanah dan air.
Selain itu, bakteri juga dapat ditemukan pada kulit dan area lembab saluran

pernapasan bagian atas pasien rumah sakit (Rahminiwati et al, 2020). P.
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aeruginosa adalah bakteri yang bersifat motil dan Gram negatif. Ciri khas dinding
sel Gram negatif adalah terdapat dua membran, yaitu membran sitoplasma dan
membran luar. Ruang antara kedua membran ini disebut ruang periplasma yang
berisi lapisan peptidoglikan yang sangat tipis (5-10 nm). Membran luar bakteri
Gram negatif mengandung banyak porin serta memiliki lipopolisakarida, lipid,
dan protein (Rohde, 2019). Bakteri ini berukuran 0,6 x 2 um dan bentuk selnya
basil tunggal, berpasangan, dan rantai pendek. Suhu yang baik untuk pertumbuhan
bakteri ini yaitu pada suhu 37-42 °C (Shafira et al., 2022).

P. aeruginosa merupakan bakteri patogen oportunisnik manusia dan
bersifat inpasif serta toksigenik, yang dapat menyebabkan infeksi pada tubuh
manusia. P. aeruginosa merupakan salah satu penyebab terjadinya infeksi
nosokomial, biasanya terjadi pada pasien infeksi luka bakar, luka pus, cytic
fibriosis, dan septikemia (Shafira et al., 2022; Obiefu et al., 2021). P. aeruginosa
akan masuk pada area yang tidak memiliki pertahanan normal seperti saat selaput
lendir dan kulit terganggu oleh kerusakan jaringan secara langsung seperti kasus
luka bakar. Bakteri ini akan menempel dan berkoloni di selaput lendir atau kulit
dan akan menyerang secara lokal sehingga menghasilkan penyakit sistemik. P.
aeruginosa dapat resisten terhadap banyak agen antimikroba dan menjadi penting
ketika bakteri tersebut lebih rentan dari mikrobioma normal (Untu, 2019;
Wulansari et al., 2019).

T

L Rt *A

Gambar I1.3: Bakteri Pseudomonas aeruginosa: (A) Morfologi Koloni

(Makroskopis); (B) Pewarnaan Gram (Todar, 2020)
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Menurut Itis.gov (2022) Taksonomi ilmiah bakteri P. aeruginosa sebagai

berikut:
Kingdom : Bacteria
Divisi : Proteobacteria
Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Pseudomonadales
Famili : Pseudomonadaceae
Genus : Pseudomonas
Spesies : Pseudomonas aeruginosa

I1.4 Metode Uji Aktivitas Antibakteri

Metode yang sering digunakan untuk analisis aktivitas antibakteri adalah
metode difusi. Mekanisme kerja metode ini yaitu senyawa antibakteri berdifusi ke
dalam media padat yang telah diinokulasikan bakteri uji. Pengamatan dilakukan
dengan mengamati zona bening yang terbentuk disekeliling cakram atau sumur
yang menunjukkan terhambatnya pertumbuhan bakteri uji (Bassy et al., 2023).
Menurut Kirtanayasa (2022), metode difusi dapat dilakukan dengan cara sebagai
berikut.

11.4.2.1 Metode difusi sumuran
Metode ini dapat dilakukan dengan menginokulasikan bakteri uji pada

media agar dan dibuat lubang dengan cork borer. Selanjutnya, diisi dengan sampel
yang akan diujikan. Setelah diinkubasi, diamati daerah hambatan yang terbentuk
disekeliling lubang. Kelebihan dari metode ini yaitu lebih praktis dalam
pengukuran luas zona hambat, hal ini dikarenakan aktivitas bakteri tidak hanya di
permukaan atas media agar saja, tetapi juga sampai ke dasar media (Nurhayati et
al., 2020). Menurut Bassy et al (2023), metode ini memiliki efek penghambatan
bakteri lebih kuat dikarenakan ekstrak yang langsung dimasukkan ke dalam
lubang pada media agar. Adapun kesulitan dari metode ini yaitu besar
kemungkinan media agar menjadi pecah atau retak pada saat pembuatan lubang,
keadaan ini dapat mengganggu proses peresapan zat antibakteri ke dalam media

(Kirtanayasa, 2022).
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11.4.2.1 Metode difusi cakram (Kirby bauer)
Pada metode ini, kertas cakram (paper disk) digunakan sebagai tempat

penyerapan zat antibakteri. Paper disk kemudian diletakkan pada media agar yang
telah diinokulasikan bakteri uji. Setelah diinkbasi, dilakukan pengamatan dengan
melihat zona bening yang terbentuk di sekitar cakram (Nurhayati et al., 2020).
Kelebihan dari metode cakram yaitu pengujiannya lebih mudah serta tidak
memerlukan waktu yang lebih lama (Kirtanayasa, 2022). Menurut Rahman et al
(2022), kekurangan pada metode ini yaitu mempunyai tingkat osmolaritas larutan

uji yang rendah serta sedikitnya konsentrasi ekstrak.



II1.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Mikrobiologi UIN Ar-Raniry Banda Aceh pada bulan September sampai Oktober
2023.

II1.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

2023. Adapun jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada Tabel III.1 sebagai
berikut:

METODOLOGI PENELITIAN

BAB III

Tabel II1.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Gedung Multifungsi

Laboratorium

Jadwal pelaksanaan penelitian dimulai pada bulan September hingga Oktober
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I11.3 Objek Penelitian
Objek yang digunakan pada penelitian ini yaitu bakteri endofit yang diisolasi
dari daun kenanga (Cananga odorata) yang diperoleh dari Desa Kopelma

Darussalam, Kecamatan Syiah Kuala, Kota Banda Aceh.

I11.4 Isolat Bakteri Uji

Isolat bakteri uji yang digunakan vyaitu isolat bakteri Staphylococcus
epidermidis ATCC 3223 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 yang diperoleh
dari Laboratorium Fundament Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Syiah Kuala

Banda Aceh.

I1L.5 Alat dan Bahan Penelitian
II1.5.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu autoklaf, cawan petri/petri
dish, spiritus, bunsen, Laminar Air Flow (LAF), pinset, vortex, jarum ose,
erlenmayer, pipet tetes, beaker glass, timbangan digital, jangka sorong, alumunium
foil, spidol, kot plate, inkubator, centrifuge, rotary evaporator, pisau silet, kaca
objek, kaca penutup, vortex, mikroskop binokuler, mikropipet, wadah besar, kamera,

dan gunting.

I11.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu daun kenanga
(Cananga odorata), tisu, label nama, swab steril, aquades, Mueller Hinton Agar
(MHA), Triple Sugar-Iron Agar (TSIA), Sulfide Indole Motility (SIM), Simmon’s
Citrate Agar (SCA), Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), Methy! Red-Voges
Proskauer (MR-VP), Reagen Kovac’s, reagen Methyl red, KOH 3%, alfa naftol,
hidrogen peroksida (H202) 3%, nistatin, kristal violet, safranin, iodin, alkohol 95%,
alkohol 70%, kloramfenikol 30 pg, asam klorida (HCI), pereaksi Mayer, pereaksi
Dragendrof, kloroform, Besi (III) Klorida (FeClz), asam asetat anhidrat. (C4HgO»),
asam sulfat (H2SO4), dan larutan Natrium Hipoklorit (NaOCl) 5,3%.
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I11.6 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode kualitatif dan
kuantitatif. Karakteristik identifikasi bakteri endofit dari daun kenanga (C. odorata)
secara makroskopik dan mikroskopik menggunakan metode kualitatif. Sedangkan
zona hambat yang terbentuk dari uji aktivitas antibakteri bakteri endofit terhadap

bakteri uji menggunakan metode kuantitatif.

I11.7 Prosedur Kerja
I11.7.1 Pengambilan Sampel

Sampel daun kenanga (C. odorata) diperoleh dari tanaman utuh yang terdapat
di Desa Kopelma Darussalam, Kecamatan Syiah Kuala, Kota Banda Aceh. Sampel
daun kenanga yang diambil yaitu daun muda yang masih segar dengan ciri berwarna
hijau muda dan diambil 3 lembar dibawah pucuk (Lestari et al., 2020). Hal ini
dikarenakan pada daun muda mengandung Ilebih banyak senyawa bioaktif

dibandingkan daun tua (Putri ef al., 2018).

I11.7.2 Isolasi Bakteri Endofit

Tujuan isolasi adalah untuk memisahkan mikroorganisme dari habitat asalnya
ke media buatan atau sintetik. Sampel daun kenanga (C. odorata) segar diambil
sebanyak 10 g, permukaan daun dicuci dengan air mengalir, lalu dipotong menjadi
1x1 cm dengan gunting steril (Viogenta et al., 2020). Selanjutnya permukaan daun
disterilisasi berturut-turut dengan direndam di dalam larutan alkohol 70% 1 menit,
NaOCl 5,25% 3 menit, dan alkohol 70% selama 30 detik. Setelah itu, disiram dengan
aquades steril sebanyak 3 kali dan dikeringkan dengan tisu steril (Aqlinia et al.,
2020). Setelah itu, ditanam pada media NA serta diberi label nama dengan kode yang
berbeda untuk setiap cawan. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24-48

jam (Astuty et al., 2019; Ginting et al., 2020).
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I11.7.3 Pemurnian Bakteri Endofit

Pemurnian isolat bakteri endofit dilakukan untuk mendapatkan koloni yang
berbeda dengan koloni lainnya. Setiap koloni bakteri yang berbeda secara
makroskopik seperti bentuk, warna, tepi, dan elevasi diinokulasikan ke media NA
baru dengan metode streak plate. Setelah itu, diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam dan diamati sampai terdapat koloni yang tumbuh (Pakaya et al., 2022). Proses
inokulasi bakteri dilakukan secara aseptis di LAF serta di depan api bunsen untuk

menghindari kontaminasi dengan bakteri lain (Irawati et al., 2022).

I11.7.4 Karakterisasi Makroskopis dan Mikroskopis Bakteri Endofit

Pengamatan bakteri endofit secara makroskopis dapat dilakukan dengan
mengamati morfologi dari koloni tunggal yang tumbuh pada media NA. Pengamatan
yang dilakukan meliputi bentuk, warna, elevasi, dan tepian/margin koloni bakteri.
Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop binokuler, kemudian difoto
sebagai hasil dokumentasi (Setianah ez al., 2021).

Karakterisasi mikroskopis bakteri endofit dapat dilakukan dengan pewarnaan
Gram (Amaria et al., 2019). Langkah pertama adalah dibuat apusan dari isolat bakteri
endofit menggunakan jarum ose secara aseptik. Lalu, ditambahkan NaCl fisiologis
dan difiksasi diatas bunsen. Setelah itu, ditambahkan larutan kristal violet pada
preparat dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dicuci perlahan dengan aquades.
Setelah itu, diteteskan larutan iodium di atas preparat dan didiamkan selama 1 menit,
kemudian perlahan-lahan dibilas dengan aquades. Selanjutnya didekolorisasi dengan
setetes alkohol 96% selama 30 detik dan dibilas dengan aquades. Setelah itu,
diteteskan larutan safranin pada preparat dan didiamkan selama 1 menit, kemudian
dibilas lagi dengan aquades. Preparat dikeringkan dengan diserap air diatas kaca
benda menggunakan kertas tisu. Selanjutnya, dilakukan pengamatan dengan
mikroskop binokuler dan diamati warna serta bentuk bakterinya (Cappucino dan

Sherman, 2014; Rahmatullah et al., 2021; Wibowo ef al., 2022). Bakteri dengan ciri
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Gram positif berwarna ungu kebiruan sedangkan bakteri dengan ciri Gram negatif

berwarna merah (Bulele et al., 2019; Wulandari dan Purwaningsih, 2019).

I11.7.5 Identifikasi dengan Uji Biokimia
Adapun beberapa uji bikimia yang dilakukan adalah sebagai berikut:

I11.7.5.1 Uji Indol

Uji ini dimulai dengan menginokulasikan isolat bakteri pada media SIM Agar
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Selanjutnya, 2 atau 3 tetes reagen
Kovac’s diteteskan ke dalam media tempat tumbuhnya bakteri, kemudian dikocok
perlahan dan diamati perubahan pada media tersebut. Jika terbentuk lapisan merah
setelah penambahan reagen Kovac’s, berarti reaksi positif. Sebaliknya, jika tidak
terbentuk lapisan merah setelah penambahan reagen Kovac’s, berarti reaksi negatif

(Cappuccino dan Sherman, 2014).

I11.7.5.2 Uji Katalase

Uji ini dilakukan dengan menginokulasikan 1 jarum ose bakteri yang akan
diuji di atas kaca benda. Selanjutnya, diteteskan 1 tetes hidrogen peroksida (H>O»)
3%. Uji katalase positif jika dihasilkannya gelembung gas O, atau buih yang
menyimpulkan bahwa bakteri tersebut menghasilkan enzim katalase (Cappuccino dan

Sherman, 2014).

I11.7.5.3 Uji Simon Sitrat

Pengujian ini dimulai dengan menginokulasikan isolat bakteri pada media
SCA dengan teknik gores, kemudian diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Jika media berubah warna menjadi biru, maka didapatkan reaksi
positif.  Sedangkan reaksi negatif ditunjukkan dengan media yang tetap hijau

(Cappuccino dan Sherman, 2014).
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I11.7.5.4 Uji Motilitas
Uji ini dilakukan dengan menginokulasi isolat bakteri pada media SIM dengan
ditusuk ose sampai 1/3 dasar tabung, kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam. Hasil tes positif menunjukkan penyebaran pertumbuhan bakteri di media. Jika
pertumbuhan bakteri hanya di sekitar tusukan, maka didapatkan hasil negatif
(Cappuccino dan Sherman, 2014).
I11.7.5.5 Uji TSIA (Triple Sugar-Iron Agar)

Pengujian ini diakukan dengan menginokulasikan isolat bakteri pada media
TSIA dengan cara ditusuk ose sampai 1/3 dasar tabung, lalu ose diangkat dan digores
pada media miring. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C dan diamati
perubahan mediumnya. Ketika bagian medium yang miring berubah menjadi merah
serta bagian bawah menjadi kuning, bakteri dapat memfermentasi glukosa. Jika kedua
bagian media berwarna kuning, bakteri dapat memfermentasi glukosa, sukrosa, dan

laktosa (Cappuccino dan Sherman, 2014).

I1.7.5.6 Uji Methyl Red (MR)

Pengujian ini dilakukan dengan menginokulasikan isolat bakteri ke dalam
media Methyl red-Voges Proskauer dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah itu, ditambahkan 3 tetes reagen Methyl Red dan diamati perubahan yang
terjadi. Perubahan warna media menjadi merah menunjukkan reaksi positif (Ismail et

al., 2017).

I11.7.5.7 Uji Voges Proskauer (VP)

Pengujian ini dilakukan dengan menginokulasikan isolat bakteri ke dalam
media Methyl red-Voges Proskauer dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Selanjutnya, ditambahkan 3 tetes KOH 3% dan 5 tetes alfanaftol, kemudian dikocok
selama 30 detik. Perubahan warna media menjadi merah muda atau merah

menunjukkan reaksi positif (Ismail et al., 2017).
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I11.7.6 Pembuatan Suspensi Isolat Bakteri Endofit

Larutan suspensi bakteri dibuat dengan diambil 1 ose isolat murni bakteri
endofit dan dimasukkan kedalam tabung berisi 5 ml larutan NaCl fisologis 0,9%
steril, lalu di vortex hingga homogen. Setelah itu, disamakan sesuai standar Mc
Farland sebesar 0,5%, yang setara dengan laju pertumbuhan 1,5 x 103 CFU/mL
(Aqlinia et al., 2020; Purwaningsih dan Wulandari, 2021).

I11.7.7 Peremajaan dan Pembuatan Suspensi Bakteri Uji

Sebanyak 1 ose bakteri S. epidermidis ATCC 3223 dan P. aeruginosa ATCC
27853 diinokulasikan ke media NA baru. Setiap perlakuan dilakukan di dalam LAF
untuk menghindari terjadinya kontaminasi. Selanjutnya, hasil dari peremajaan
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Tomi et al., 2022).

Larutan suspensi bakteri uji dibuat dengan dimasukkan isolat murni S.
epidermidis ATCC 3223 dan P. aeruginosa ATCC 27853 kedalam tabung berisi 5 ml
NaCl 0,9% dan dihomogenkan, kemudian disamakan sesuai standar Mc Farland 0,5

(1,5 x 10® CFU/mL) (Prabowo et al., 2018; Pujawati et al., 2019).

I11.7.8 Kontrol Positif dan Negatif

Kontrol positif yang digunakan pada uji antibakteri (S. epidermidis ATCC
3223 dan P. aeruginosa ATCC 27853) yaitu kloramfenikol, karena antibiotik ini
dapat menghambat bakteri Gram negatif ataupun Gram positif (Oktavia dan Pujiyanto,
2018). Adapun kontrol negatif yang digunakan pada uji antibakteri adalah aquades
steril. Fungsi dari digunakannya kontrol negatif adalah untuk mengetahui adanya

pengaruh bakteri endofit terhadap pertumbuhan mikroba uji (Amanda et al., 2019).

I11.7.9 Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Bakteri Endofit

Uji ini dilakukan dengan metode difusi cakram (Kirby bauer). Pengulangan
dilakukan sebanyak 2 kali. Masing masing suspensi bakteri uji diinokulasikan ke
media MHA dengan cara disebar menggunakan swab steril (Utami dan Ramadhani,

2020). Selanjutnya, diambil sebanyak 40 pL suspensi bakteri endofit diteteskan ke
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atas kertas cakram yang terletak diatas media MHA tersebut. Aquadest steril
digunakan sebagai kontrol negatif sedangkan kloramfenikol 30 ug digunakan sebagai
kontrol positif (Astuty et al., 2019; Suci et al., 2022). Setelah itu, diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 24 jam (Rodiah ef al., 2022). Selanjutnya, diamati pertumbuhan
bakteri serta diukur zona bening yang terbentuk menggunakan jangka sorong. Daerah
bening yang terbentuk merupakan petunjuk kepekaan bakteri terhadap zat antibakteri

(Hutabarat dan Ismail, 2022).

I11.7.10 Pengukuran Zona Hambat

Pengukuran zona hambat dilakukan menggunakan metode Hasanah dan
Novian (2020). Zona hambat yang terbentuk di sekitar paper disc dan bakteri endofit
diukur dengan ketebalan dalam milimeter. Adapun diameter zona hambat dapat

diukur dengan rumus berikut ini.

(DV —DC) + (DH — DC)

Zona Hambat =

Gambar III.1: Pengukuran diameter zona hambat

(Hasanah dan Novian, 2020)

Keterangan:

DV: Diameter vertikal
DH: Diameter horizontal

DC: Diameter cakram
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Tabel II1.2 Kriteria Zona Hambat Antibakteri (Mardhiyani dan Moni, 2021)

Diameter Zona Hambat Respon Hambatan Pertumbuhan
>20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang
<5 mm Lemah

I11.7.11 Produksi dan Ekstraksi Metabolit Sekunder dari Isolat Bakteri Endofit
Isolat bakteri endofit yang memiliki zona hambat terbesar akan dilanjutkan ke

tahap produksi dan ekstraksi untuk dilihat kandungan senyawa metabolit yang
terkandung. Produksi metabolit sekunder menggunakan metode Kartikasari dan
Purwestri (2021) dengan modifikasi. Sebanyak 20 ml inokulum bakteri dimasukkan
ke dalam 400 ml media NB untuk masing-masing isolat dan diinkubasi selama 24
jam. Kultur yang diperoleh kemudian disentrifugasi pada suhu 37 °C dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifugasi disaring
menggunakan kertas saring untuk memperoleh cell free supernatant dan diekstraksi
dengan metode maserasi.

Ekstraksi metabolit sekunder isolat bakteri endofit merujuk pada metode
Rustini et al (2022) dengan modifikasi. Cell free supernatant yang didapat kemudian
dimasukkan ke dalam erlenmayer dan ditambahkan pelarut etanol 70 % perbandingan
1:1 v/v dan dihomogenkan, lalu dimaserasi selama 24 jam dan diuapkan
menggunakan rofary evaporator pada suhu 40 °C untuk diperoleh ekstrak kasar

(crude) senyawa metabolit sekunder.
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I11.7.12 Pemeriksaan Senyawa Metabolit Sekunder Bakteri Endofit

1.

3.

Pemeriksaan senyawa metabolit sekunder dilakukan dengan beberapa
uji berikut ini.
Uji Flavonoid

Ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi kemudian
ditambahkan 3 tetes H2SO4 pekat, adanya senyawa flavonoid ditandai dengan
berubahnya larutan menjadi larutan merah kebiruan, kuning tua (khalkon dan
auron), dan warna jingga merah (flavonon) (Kurnianto et al., 2021).
Uji Alkaloid

Jenis reagen yang digunakan pada uji alkaloid yaitu reagen Mayer dan
Dragendrof. Ekstrak sampel dimasukkan kedalam tabung reaksi ditetesi
dengan 0,5 ml HCI 2N dan dipanaskan, selanjutnya didinginkan dan dibagi
sebanyak 1 ml per tabung ke dalam 2 tabung reaksi. Positif alkaloid jika
terbentuk endapan coklat setelah ditambahkan pereaksi Mayer dan terbentuk
endapan jingga setelah penambahan pereksi Dragendrof (Muthmainnah, 2017
dan Kurnianto et al., 2021).
Uji Terpenoid dan Steroid

Ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian
ditambahkan 2 ml klorofom, lalu dikocok. Lapisan klorofom yang terbentuk
diambil dan diteteskan ke plat tetes, dibiarkan sampai kering. Setelah itu,
ditambahkan 5 tetes C4H¢O3 dan 3 tetes HoSO4 pekat. Hasil positif terpenoid
didapatkan jika terbentuk warna orange, kuning, atau merah. Positif steroid

ditandai dengan terbentuk warna hijau (Kurnianto et al., 2021).

4. Uji Saponin

Ekstrak sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan air

suling hingga seluruh cuplikan terendam, selanjutnya dididihkan selama 2-3
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menit, didinginkan, lalu dikocok dengan kuat. Positif mengandung saponin
jika terbentuk buih yang stabil (Kurnianto ef al., 2021).
5. Uji Tanin
Sebanyak 1 ml ekstrak sampel direaksikan dengan 2-3 tetes FeCls.
Sampel mengandung tanin apabila terjadi perubahan warna menjadi hijau
kehitaman (Manongko ef al., 2020).
6. Uji Fenol
Sebanyak 0,5 g ekstrak sampel direaksikan dengan 3-4 tetes FeCls,
apabila terbentuk warna hitam kebiruan hingga hitam pekat menandakan

adanya senyawa fenol (Ningsih et al., 2020).

I11.8 Analisis Data

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif dan metode eksperimen. Data
yang diperoleh adalah data kualitatif dan kuantitatif yang disajikan dalam bentuk
gambar dan tabel. Data kualitatif dianalisis secara deskriptif berupa jumlah isolat,
karakteristik morfologi, serta identifikasi genus bakteri endofit. Identifikasi genus
bakteri endofit menggunakan Bergey's Handbook of Determinative Bacteriology serta
beberapa sumber jurnal terkait. Data kuantitatif dianalisis berdasarkan hasil
pengukuran diameter zona hambat uji aktivitas bakteri endofit dengan bakteri
Staphylococcus epidermidis ATCC 3223 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

1V.1 Hasil Penelitian
IV.1.1 Karakterisasi Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (Cananga odorata)

Isolasi bakteri endofit dilakukan pada daun kenanga (Cananga odorata) dari
Desa Kopelma Darussalam, Kecamatan Syiah Kuala, Kota Banda Aceh. Berdasarkan
hasil penelitian yang telah dilakukan didapatkan 12 isolat bakteri endofit dan diberi
kode isolat EC1 sampai EC12. Semua isolat bakteri endofit tersebut memiliki
karakteristik morfologi yang berbeda-beda baik dari segi bentuk, warna, tepian
maupun elevasi. Karakteristik morfologi koloni bakteri endofit dapat dilihat pada

Tabel IV.1 sebagai berikut:

Tabel IV.1 Karakteristik Makroskopis Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga
(Cananga odorata)

Karakteristik Makroskopis Bakteri Endofit Daun Kenanga

No Kode Isolat Bentuk Warna Tepian Elevasi
1. EC1 Bulat Krem putih Rata Rata
2. EC2 Bulat Putih Rata Cembung
3. EC3 Bulat Putih bening Rata Cembung
4. EC4 Bulat Krem putih Rata Timbul datar
5. EC5 Bulat Krem Rata Cembung
6. EC6 Bulat Krem Berlekuk Cembung
7. EC7 Bulat Putih bening Rata Rata
8. EC8 Bulat Krem Rata Rata
9. EC9 Bulat Kuning Rata Cembung
10. ECI10 Bulat Putih Rata Rata
11. ECI11 Bulat Krem putih Rata Cembung
12. ECI12 Tidak Kuning Bergelombang" Rata
beraturan

Keterangan: EC: Endofit Cananga

28
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Morfologi isolat bakteri endofit dari daun kenanga yang didapat memiliki
karakter yang bervariasi. Semua bentuk koloni bakteri endofit berbentuk bulat kecuali
EC12 yang memiliki bentuk tidak beraturan. Warna koloni bakteri yang didapat
berwarna putih, putih bening, krem putih, krem, dan kuning. Tepian atau margin
koloni bakteri endofit yaitu rata, berlekuk, dan bergelombang. Adapun elevasi koloni

bakteri yang didapat yaitu rata, cembung, dan timbul datar. Gambar isolat bakteri

endofit dapat dilihat pada Gambar IV.1 berikut ini:
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Gambar IV.1 Pemurnian Bakteri Endofit dari Daun Kenanga (Cananga odorata)

Karakterisasi mikroskopis bakteri endofit dilakukan dengan pewarnaan Gram.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat bakteri EC1, EC3, dan EC9 merupakan
bakteri Gram negatif bentul basil, isolat bakteri EC2, EC4, EC5, EC7, ECS, ECI10,
EC11, dan ECI12 termasuk kedalam bakteri Gram positif bentuk basil, dan isolat
bakteri EC6 merupakan bakteri Gram negatif bentuk kokobasil (coccobacil). Adapun
gambar pewarnaan Gram bakteri endofit dapat dilihat pada Gambar IV.2 berikut ini.

Gambar IV.2. Pewarnaan Gram Bakteri Endofit dari Daun Kenanga (C. odorata): (a)
Bentuk Sel Basil Gram Negatif; (b) Bentuk Sel Coccobacil Gram Negatif;
(c) Bentuk Sel Basil Gram Positif
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Identifikasi bakteri endofit daun kenanga (C. odorata) dilakukan dengan
beberapa uji biokimia yaitu uji indol, motilitas, katalase, TSIA (Triple Sugar-Iron
Agar), simon sitrat, MR (Methyl Red), dan VP (Voges Proskauer). Adapun hasil uji
biokimia dapat dilihat dari Tabel Iv.2 berikut ini.
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Tabel IV.2. Uji Biokimia Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (Cananga odorata)

Makroskopis Mikroskopis Uji Biokimia Genus

2 2 g 2 =
ngdaet EZ?::;I: Warna Tepian Elevasi Bentuk sel § é g Tg % % é .;% % g

MO 2 »
EC] Bulat Krem putih Rata Rata Basil - - <+ 4+ - - - - - Pseudomonas sp.
EC2 Bulat Putih Rata Cembung Basil + -+ 4+ o+ - - r Bacillus sp.
EC3 Bulat Putih bening Rata Cembung Basil - - 4+ + 4+ + - - - Pseudomonas sp.
EC4 Bulat Krem putih Rata Timbul datar Basil m L Bacillus sp.
EC5 Bulat Krem Rata Cembung Basil LI . Bacillus sp.
EC6 Bulat Krem Berlekuk Cembung Kokobasil _ _ + 4+ _ _ _ _ _  _  Acinetobacter sp.
EC7 Bulat  Putih bening Rata Rata Basil + . o+ o+ o+ o+ o+ s Bacillus sp.
ECS Bulat Krem Rata Rata Basil + .+ o+ o+ o+ o+ o+ o4 Bacillus sp.
EC9 Bulat Kuning Rata Cembung Basil - - - 4+ 4+ + + - - - Pseudomonas sp.
EC10 Bulat Putih Rata Rata Basil + - o+ o+ o+ s Bacillus sp.
EC11 Bulat Krem putih Rata Cembung Basil + - 4+ -+ o+ o+ - r Bacillus sp.
EC12 bej;;?jfatn Kuning Bergelombang Rata Basil 1+ -y - - . -+ Bacillus sp.

Keterangan: EC : Endofit Cananga
(+) : Positif

() : Negatif
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Karakteristik  Bacillus sp. Pseudomonas sp. Acinetobacter sp.
Bentuk sel Basil Basil Kokobasil
Gram + - -
Indol - - -
Motilitas + +/- +/-
Katalase +/- + +
Glukosa + + -
Laktosa +/- +/- -
Sukrosa +/- +/- -
Sitrat - - +/-
MR +/- - -
VP + - -
Bergey (1957) Bergey (1957) Bergey (1957)
Kurniawan et al Adityawarman et al Huda et al., 2020
(2021) (2019). Ayunindya et al.,
Butar-butar et a/.,  Dongoran et al (2022) 2021
(2023) Sivakumar et al Lailiya et al.,
Sivakumar et al (2019) 2022
(2019) Anie et al (2022) Premandari et al.,
Anie et al (2022) Butar-butar et al., 2023
Kadhum dan (2023)
Hasan (2019)
Marimuthu ef al
(2019)
Keterangan:
EC : Endofit Cananga
(+) : Positif
(-) : Negatif
(+/-) : Beberapa spesies (+) dan beberapa (-)

Berdasarkan hasil uji biokimia yang telah dilakukan didapatkan hasil yang
positif (+) dan juga negatif (-). Uji indol didapatkan hasil negatif pada semua kode
isolat yang ditandai dengan tidak terbentuk cincin merah setelah ditambahkan reagen
Kovac. Uji motilitas didapatkan hasil positif pada kode isolat EC2, EC6, EC7, ECS,
EC10, ECI11, dan EC12. Hasil positif ditandai dengan menunjukkan penyebaran
pertumbuhan bakteri di media. Uji katalase didapatkan hasil positif pada semua kode
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isolat, kecuali kode isolat EK11. Uji katalase positif ditandai dengan terbentuknya
gelembung gas (O2) setelah penambahan H>O».

Hasil uji biokimia TSIA menunjukkan bahwa ketiga belas isolat bakteri
endofit mendapat hasil yang bervariasi, ada beberapa isolat hanya mampu
menfermentasi glukosa, beberapa isolat mampu menfermentasi glukosa, laktosa, dan
sukrosa serta ada juga isolat yang tidak mampu menfermentasi semua jenis gula baik
itu glukosa, laktosa maupun sukrosa. Uji biokimia sitrat menunjukkan bahwa semua
isolat mendapat hasil negatif. Hal ini ditandai dengan media agar miring yang tidak
berubah menjadi warna biru. Uji biokimia MR didapatkan hasil positif pada kode
isolat EC5 dan ECS8. Positif MR di tandai dengan perubahan warna media menjadi
merah. Adapun uji VP didapatkan hasil positif pada kode isolat EC2, EC4, ECS5, EC7,
EC8, EC10, EC11, dan EC 12 yang ditandai dengan perubahan warna media menjadi

merah.

IV.1.2 Uji Aktivitas Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (Cananga odorata)

Terhadap Bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas
aeruginosa

Uji aktivitas bakteri endofit pada daun kenanga (Cananga odorata) terhadap
bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa dilakukan dengan
menggunakan metode difusi cakram (Kirby bauer). Zona bening terbentuk
dikarenakan adanya aktivitas antibakteri bakteri endofit daun kenanga (C. odorata)
dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji. Adapun hasil pengujian aktivitas bakteri
endofit terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dan Pseudomonas aeruginosa

dapat dilihat pada Tabel IV.4 dan IV 5.
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Tabel IV.4. Zona Hambat Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (C. odorata)
Terhadap Bakteri Staphylococcus epidermidis

Diameter zona hambat

Kode

Isolat Pengulangan RataRata Kriteria zona hambat
I | 11
EC1 3,76 5,71 4,74 Lemah
EC2 1,54 1,28 1,41 Lemah
EC3 5,75 7,83 6,79 Sedang
EC4 4,13 5,56 4,84 Lemah
ECS5 6,88 7,49 7,18 Sedang
EC6 6,39 4.45 5,42 Sedang
EC7 0,96 2,54 1,75 Lemah
ECS8 2,38 1,30 1,84 Lemah
EC9 0,90 3,21 2,06 Lemah
EC10 6,65 5,92 6,28 Sedang
ECl11 1,38 3,71 2,54 Lemah
EC12 5,15 4,84 4,99 Lemah

Keterangan: EC: Endofit Kenanga

Tabel 1V.5. Zona Hambat Kontrol Positif Kloramfenikol 30 pg Terhadap Bakteri
Staphylococcus epidermidis

Bakteri Patogen Diameter Zona Hambat Kriteria Zona Hambat

Staphylococcus epidermidis 16,74 mm Kuat

Hasil uji aktivitas dari ke-12 isolat bakteri endofit dapat menghambat bakteri
Staphylococcus epidermidis ATCC 3223. Rerata zona hambat yang didapat berkisar
antara 1,41 mm sampai 7,18 mm dapat dikategorikan lemah dan sedang. Sedangkan
kontrol positif didapatkan rerata zona hambat 16,74 mm yang dikategorikan kuat.
Adapun gambar uji aktivitas bakteri endofit terhadap Staphylococcus epidermidis
ATCC 3223 dapat dilihat pada Gambar IV.3 berikut ini.



36

Gambar IV.3. Uji Aktivitas Isolat Bakteri Endofit Daun Kenanga Terhadap Bakteri
Staphylococcus epidermidis
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Tabel IV.6. Zona Hambat Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (C. odorata) Terhadap
Bakteri Pseudomonas aeruginosa

Diameter zona hambat

E(())fda et Pengulangan Rata-Rata Kriteria zona hambat
I II

EC1 14,4 13,4 13,9 Kuat
EC2 5,6 3,9 4,75 Lemah
EC3 5,8 4,6 52 Sedang
EC4 7,3 5,2 6,25 Sedang
EC5 5,7 6,5 6,1 Sedang
EC6 4,5 3,1 3,8 Lemah
EC7 1,4 0,6 1,0 Lemah
ECS8 6,1 5,6 5,85 Sedang
EC9 6,9 7,7 7.3 Sedang
EC10 7,11 3,03 5,07 Sedang
EC11 13,03 6,98 10,04 Kuat
EC12 5,5 2,99 4,24 Lemah

Keterangan: EC: Endofit Cananga

Tabel 1V.7. Zona Hambat Kontrol Positif Kloramfenikol 30 pg Terhadap Bakteri
Pseudomonas aeruginosa

Bakteri Patogen Diameter Zona Hambat Kriteria Zona Hambat

Pseudomonas aeruginosa 23,45 mm Sangat Kuat

Hasil uji aktivitas dari ke-12 isolat bakteri endofit dapat menghambat bakteri
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Rerata zona hambat yang didapat berkisar
antara 1,0 mm sampai 13,9 mm dapat dikategorikan lemah, sedang, dan kuat.
Sedangkan kontrol positif didapatkan rerata zona hambat 23,45 mm yang
dikategorikan sangat kuat. Adapun gambar uji aktivitas bakteri endofit terhadap
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dapat dilihat pada Gambar IV .4 berikut ini.
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Gambar IV .4. Uji Aktivitas Isolat Bakteri Endofit Daun Kenanga Terhadap Bakteri
Pseudomonas aeruginosa
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Hasil pengamatan didapatkan zona hambat terbesar yang berpotensi
menghambat S. epidermidis adalah isolat EC5 dengan rerata 7,18 mm, sedangkan
pada P. aeruginosa didapatkan zona hambat terbesar oleh isolat EC1 dengan rerata
13,9 mm. Kedua isolat tersebut kemudian diekstraksi dengan pelarut etanol 70% dan
diyji fitokimia untuk melihat senyawa metabolit sekunder yang terkandung. Adapun

hasil uji fitokimia ekstrak etanol EC1 dan ECS5 dapat dilihat pada Tabel IV.6 berikut.

Tabel IV.8 Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Pada Ekstrak Etanol Isolat EC1

dan EC5

No Senyawa metabolit sekunder EC1 EC5
1. Alkaloid + +
2. Flavonoid - -
3. Terpenoid +H +
4. Steroid - -
5. Saponin + -
6. Tanin - -
7. Fenol - -
Keterangan:

EC : Endofit Cananga
(+) : Positif
(-) : Negatif

Hasil uji fitokimia menunjukkan adanya perbedaan jumlah senyawa metabolit
sekunder yang terkandung pada ekstrak etanol isolat EC1 dan EC5. Hasil uji pada
isolat EC1 didapatkan positif alkaloid, terpenoid, dan saponin, sedangkan pada isolat

ECS5 didapatkan positif alkaloid dan terpenoid.

IV. 2 Pembahasan

IV.2.1 Karakteristik Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (Cananga odorata)
Bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman dan tidak menyebabkan

dampak negatif pada tanaman inangnya (host plant) disebut dengan bakteri endofit
(Suryani dan A’yun, 2022). Umumnya, bakteri endofit menunjukkan endosimbiosis
dengan inangnya, sehingga bersifat mutualisme atau saling menguntungkan (Laoli
dan Indrawati, 2021). Kandungan bakteri endofit pada tanaman tidak dapat

ditentukan secara pasti, tetapi bakteri ini dapat dideteksi dengan cara diisolasi pada
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media NA. Media NA terdiri dari campuran ekstrak daging dan pepton yang

mengandung nitrogen, karbohidrat, protein, serta vitamin (Fatmariza et al., 2017).

Berdasarkan hasil pengamatan yang telah dilakukan didapatkan dua belas
isolat bakteri endofit pada daun kenanga (C. odorata) dengan karakter morfologi
koloni yang berbeda-beda baik dari segi bentuk, warna, tepian, dan elevasi. Hasil
penelitian Kurniawan et al (2021) mendapatkan perbedaan karakteristik morfologi
koloni pada 37 isolat bakteri endofit dari daun pegagan (Centella asiatica). Bentuk
koloni meliputi bentuk bulat, tidak beraturan, dan titik. Warna koloninya kuning,
putih, dan putih kekuningan. Tepi koloni yaitu bergelombang, bergerigi, dan utuh.
Sedangkan elevasinya yaitu rata dan cembung. Perbedaan karakter dari semua isolat
bakteri endofit tersebut dipengaruhi oleh tanaman inangnya. Menurut Wilson et al
(2017), faktor-faktor fisiologis yang mempengaruhi pertumbuhan tanaman akan
mempengaruhi perbedaan karakter serta komunitas bakteri endofit seperti kondisi

lingkungan, umur tanaman, struktur tanah, serta waktu pengambilan sampel.

Setelah diidentifikasi secara morfologis, dilanjutkan identifikasi secara
mikroskopis berupa pewarnaan Gram dan uji biokimia. Bentuk sel sekaligus tipe sel
bakteri berdasarkan struktur dinding selnya dapat diketahui dengan uji pewarnaan
Gram (Nursanty ef al., 2019). Bakteri Gram positif berwarna ungu kebiruan karena
mampu mengikat kristal violet, sedangkan bakteri Gram negatif berwarna merah
karena tidak mampu mengikat kristal violet, tetapi mengikat pewarna safranin. Hal ini
dikarenakan bakteri Gram positif terdiri dari peptidoglikan yang tebal sedangkan
Gram negatif memiliki peptidoglikan yang tipis serta struktur lipolisakarida yang
tebal pada dinding selnya (Bulele al., 2019; Wulandari dan Purwaningsih, 2019).
Hasil pewarnaan Gram dari ke-12 isolat bakteri endofit didapatkan bakteri 3 isolat
bakteri Gram negatif bentuk basil, 8 isolat bakteri Gram positif bentuk basil, dan 1
isolat bakteri Gram negatif bentuk kokobasil. Hasil penelitian Irwandi et al (2023)
didapatkan semua bakteri endofit termasuk golongan Gram positif bentuk basil.

Selanjutnya dilakukan uji biokimia untuk mengidentifikasi genus bakteri endofit. Uji
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biokimia yang dilakukan meliputi uji motilitas, indol, katalase, TSIA, sitrat, MR, dan
VP.

Uji indol bertujuan untuk mengidentifikasi memampuan bakteri dalam
mengurai triptofan dengan enzim triptophanase (Rifai, 2021). Uji biokimia indol
pada ke-12 isolat bakteri endofit didapatkan hasil negatif. Uji indol negatif
menunjukkan bakteri tersebut tidak memiliki enzim triptophanase yang berfungsi
sebagai katalis pengurai gugus indol yang terkandung dalam asam amino triptofan
(Rifai, 2021). Penelitian Firdha (2022) juga mendapatkan hasil uji indol negatif pada
semua isolat bakteri endofit daun kari (Murraya koenigii L. Spreng). Selain itu,
penelitian Hala et a/ (2022) juga mendapatkan hasil uji indol negatif pada semua

isolat bakteri endofit yang diujikan.

Uji motilitas bertujuan untuk mengetahui sifat motil bakteri (Prihanto et al.,
2018). Uji biokimia motilitas yang telah dilakukan terdapat hasil negatif dan juga
positif. Hasil positif uji motilitas menunjukkan bahwa bakteri bersifat motil
(bergerak). Sedangkan hasil negatif menunjukkan bakteri bersifat nonmotil (tidak
bergerak). Penelitian dari Rizqiyah et al (2022) mendapatkan hasil positif dan negatif
pada uji motilitas bakteri endofit tanaman gamal (Gliricidia sepium). Sedangkan
penelitian Hanafi et a/ (2017) mendapatkan hasil uji motilitas semua positif pada

bakteri endofit yang diujikan.

Uji katalase bertujuan untuk melihat kemampuan bakteri untuk menghasilkan
enzim katalase (Hasiolan et al., 2022). Uji biokimia katalase pada ke-12 isolat bakteri
endofit mendapatkan hasil positif dan negatif. Hasil positif uji katalase menunjukkan
bahwa bakteri memiliki kemampuan untuk menghasilkan enzim katalase. Hal ini
sama dengan penelitian dari Pulungan et al/ (2018) yang menyatakan bahwa uji
katalase pada bakteri endofit daun buas buas (Premma pubescens Blume)
mendapatkan hasil positif dan negatif. Sedangkan pengujian katalase pada bakteri

endofit tanaman bangun-bangun (Coleus amboinicus L.) menunjukkan hasil semua
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positif (Hasiolan ef al., 2022). Enzim katalase berperan penting dalam menghambat
terbentuknya radikal bebas atau Reactive Oxygen Spesies (ROS) dengan memecah
H>0; menjadi O, dan H>O (Josephine et al., 2020). Tanaman dan bakteri endofit
memiliki persamaan menghasilkan sejumlah antioksidan seperti enzim katalase yang
berperan penting dalam pertahanan stress pada tanaman akibat tekanan abiotik seperti

suhu tinggi, kekeringan, salinitas ozon, dan serangan mikroba (Sahu et al., 2022).

Uji TSIA bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
memfermentasi semua karbohidrat (glukosa, laktosa, dan sukrosa) (Aini, 2018). Uji
biokimia TSIA pada ke-12 isolat bakteri endofit mendapatkan hasil yang bervariasi.
Beberapa bakteri endofit dapat menfermentasi semua jenis gula yakni glukosa,
laktosa, dan fruktosa. Beberapa isolat hanya mampu menfermentasi glukosa, ada juga
yang hanya mampu menfermentasi laktosa dan sukrosa. Selain itu, ada juga beberapa
bakteri endofit yang tidak dapat menfermentasi gula. Hal ini sama dengan penelitian
dari Butar-butar et al (2021), uji TSIA pada bakteri endofit dari akar pegagan
(Centella asiatica) juga mendapatkan hasil yang berbeda-beda, ada isolat yang dapat
menfermentasi, laktosa, glukosa, dan sukrosa, ada yang hanya mampu menfermentasi

glukosa saja, serta beberapa tidak dapat menfermentasi semua jenis gula.

Uji simon sitrat bertujuan untuk mengetahui bakteri dalam pemanfaatan sitrat
sebagai sumber karbon. Jika bakteri mampu menggunakan sitrat sebagai sumber
karbonnya, maka terjadi kenaikan pH dan mengubah warna medium biakan dari hijau
menjadi biru (Apriyanthi et al., 2022). Uji biokimia sitrat pada semua isolat bakteri
endofit mendapatkan hasil yang negatif. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri tersebut
tidak dapat memanfaatkan sitrat sebagai sumber karbon. Penelitian Rahmadani
(2018) mendapatkan hasil uji sitrat negatif pada semua isolat bakteri endofit daun
pare (Momordica charantia L.). Selain itu, penelitian Rizqiyah et al (2022) juga
didapatkan hasil uji biokimia sitrat negatif pada semua isolat bakteri endofit yang di

uji.
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Uji biokimia MR dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri untuk
menghasilkan asam campuran berupa metilen glikon (Haryati, 2020). Pengujian
biokimia MR pada semua isolat bakteri endofit mendapatkan hasil positif dan negatif.
Hasil positif pada uji MR menunjukkan bahwa bakteri tersebut memiliki kemampuan
untuk mengoksidasi glukosa menghasilkan asam berkonsentrasi tinggi yang stabil
sehingga menyebabkan pH media turun. Hal ini ditandai dengan media yang berubah
menjadi merah setelah ditambahkan Methyl Red (Raharja et al., 2023). Penelitian
Isnayanti (2020) juga mendapatkan hasil uji MR positif dan negatif pada isolat

bakteri endofit tanaman lelak (Uvaria rufa Blume).

Tujuan dari uji VP ini adalah untuk mengetahui apakah bakteri memiliki hasil
akhir fermentasi glukosa berupa asetil metil karbinol (asetolin) (Dewi et al., 2022).
Pengujian biokimia VP pada semua isolat didapatkan hasil positif dan negatif. Hasil
positif ditandai dengan perubahan warna media menjadi merah. Hal ini menunjukkan
bahwa bakteri dapat membentuk asetolin (asetil methyl carbinol) sebagai senyawa
utama dalam pembentukan 2,3-butanadiol. Hasil negatif didapatkan jika tidak terjadi
perubahan warna menjadi merah muda pada media (Raharja et al., 2023). Penelitian
Prihanto et al (2018) didapatkan hasil positif dari uji biokmia VP pada semua isolat
bakteri endofit yang diujikan.

Berdasarkan hasil pengamatan menunjukkan bahwa bakteri endofit dengan
kode isolat EC1, EC3, dan EC9 secara morfologis dan fisiologis memiliki kemiripan
dengan genus Pseudomonas sp. yaitu memiliki bentuk koloni bulat, warna koloninya
krem putih, putih bening, dan kuning, tepiannya rata, serta memiliki elevasi rata, dan
cembung. Adapun secara fisiologisnya Pseudomonas sp. merupakan bakteri Gram
negatif bentuk basil, fakultatif anaerob, indol negatif, kalase positif, dapat
menfermentasi gula, beberapa spesies motilitas dan sitrat positif, serta MR dan VP
negatif (Bergey, 1957; Adityawarman et al., 2019; Dongoran et al., 2022; Sivakumar
et al.,2019; Anie et al., 2022; Butar-butar et al., 2023).
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Beberapa penelitian juga didapatkan bakteri endofit genus Pseudomonas sp.
yang diisolasi dari berbagai tanaman seperti dari tanaman jeruk (Citrus sinensis)
(Soylu et al., 2022), tanaman jeruk nipis (Citrus aurantifolia) (Aji dan Lestari, 2019),
dan akar tanaman bangun-bangun (Coulens amboinicus Lour). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa genus Pseudomonas sp. pada C. amboinicus memiliki
kemampuan tinggi dalam melarutkan fosfat dengan nilai indeks fosfat sebesar 4,1
mm (Butar-Butar et al., 2023). Mekanisme Pseudomonas sp. dalam memicu
pertumbuhan tanaman adalah sebagai penghasil fitohormon IAA (/ndole Acetic Acid)
(Sah et al., 2021). Hormon IAA merupakan hormon auksin sebagai bentuk alami
pada tanaman. Peran dari hormon ini yaitu membantu pertumbuhan tanaman,
perpanjangan batang, meningkatkan proses elongasi sel, dan diferensiasi sel (Advinda

etal., 2018).

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa EC2, EC4, EC5, EC7, ECS, ECI10,
EC11, dan EC12 memiliki kemiripan dengan genus Bacillus sp. secara morfologi dan
fisiologis. Genus Bacillus sp. memiliki ciri morfologi yaitu bentuk koloni bulat dan
tidak beraturan, warna koloni putih, krem putih, krem, putih bening, dan kuning,
tepiannya rata dan bergelombang, serta memiliki elevasi yang rata, cembung, dan
timbul datar. Secara fisiologis genus Bacillus sp. adalah bakteri Gram positif bentuk
basil yang memiliki endospora, bersifat aerob dan beberapa anaerob fakultatif, indol
negatif, beberapa spesies motilitas, katalase, dan MR negatif, namun beberapa spesies
positif, dapat menfermentasi semua jenis gula (beberapa hanya dapat memfermentasi
glukosa saja), sitrat negatif, dan VP positif (Kurniawan et al., 2021; Butar-butar et
al., 2023; Sivakumar et al., 2019; Anie et al., 2022; Kadhum dan Hasan, 2019;
Marimuthu et al., 2019).

Bakteri endofit dari genus Bacillus sp. juga banyak ditemukan di berbagai
tanaman seperti dari tanaman jeruk nipis (Citrus aurantifolia) (Aji dan Lestari, 2020),
daun dan batang jeruk siam (Citrus nobilis) (Silalahi et al., 2020), akar tanaman

bangun-bangun (Coulens amboinicus Lour) (Butar-Butar et al., 2023), tanaman
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jagung (Zea mays L.) (Saputri et al., 2020), dan genus Bacillus sp. pelarut fosfat pada
tanaman padi (Oryza sativa) (Hartanti et al., 2020). Bakteri Bacillus sp. dapat
memicu Induce Systemic Resistance (ISR) untuk meningkatkan respon resistensi
tanaman terhadap serangan patogen. Selain itu, Bacillus sp. juga dapat menfiksasi
nitrogen, melarutkan fosfat, serta memproduksi fitohormon seperti hormon ITAA
(Indole Acetic Acid) yang berguna dalam proses pertumbuhan tanaman (Miljakovic et

al., 2020; Puspita et al., 2018).

Hasil pengamatan terhadap bakteri endofit dengan kode isolat EC6 secara
morfologis dan fisiologis menyerupai genus Acinetobacter sp. Secara morfologi
Acinetobacter sp. memiliki bentuk koloni bulat, warna krem, tepi berlekuk, dan
elevasi cambung. Secara fisiologis Acinetobacter sp. adalah salah satu bakteri bentuk
kokobasil (coccobacillus) Gram negatif, beberapa motilitas positif, dan katalase
positif, sedangkan uji MR, VP, indol, dan sitrat negatif. Bakteri genus Acinetobacter
sp. tidak mampu menfermentasi glukosa, laktosa, dan sukrosa (Bergey, 1957; Huda et
al., 2020; Ayunindya et al., 2021; Lailiya et al., 2022; Premandari et al., 2023). Hasil
penelitian Sari (2022) mengenai identifikasi bakteri endofit tanaman (Lemna
perpusilla) menunjukkan bahwa isolat LP2 dan LP3 terindentifikasi sebagai
Acinetobacter baumannii. Selain itu, penelitian Zahara et al (2018) juga didapatkan
bakteri endofit Acinetobacter sp. pada batang kacang tanah (4Arachis hypogeae). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa bakteri endofit Acinetobacter sp. memiliki potensi

sebagai agens hayati untuk mengendalikan Aspergillus flavus pada kacang tanah.

Bakteri endofit genus Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. sering ditemukan
sebagai bakteri endofit. Hal ini dikarenakan bakteri tersebut merupakan bakteri
dominan dilingkungan mikro tanah dan juga tanaman serta memiliki tingkat
pertumbuhan yang tinggi dengan kebutuhan yang sederhana (Tangapo, 2020).
Bakteri Pseudomonas sp., Bacillus sp., dan Acinetobacter sp. umumnya dapat °

ditemukan ditanah, air, dan wudara. Namun, Pseudomonas sp. dan

Acinetobacter sp. juga banyak ditemukan sebagai patogen bagi hewan dan tumbuhan.
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Bakteri Pseudomonas sp. dan Acinetobacter sp. merupakan flora bakteri pada kulit
terutama didaerah yang lembab (Mahdani et al., 2020; Kurniawan et al., 2021;
Rahminiwati et al., 2020).

Bakteri endofit masuk ke dalam jaringan tanaman dimulai dari rhizosfer
sebagai respon dari eksudat akar, dilanjutkan ke bidang akar dan bagian dalam akar.
Bakteri endofit dapat masuk ke perakaran sekunder dengan mengekskresikan enzim
pektinase atau selulase. Beberapa dari bakteri endofit pada bagian akar menuju ke
batang dan daun melalui pembuluh xylem (Afzal et al., 2019). Bakteri endofit juga
dapat berasal dari udara, lalu menempel pada permukaan daun dan dilakukan
penetrasi melalui stomata (Pratiwi, 2018). Semakin jauh jarak dari akar,
dimungkinkan semakin berkurang jumlah nutrisi sehingga populasi bakteri endofit
pun berkurang. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian Dwimartina et al (2021) yang
mendapatkan jumlah bakteri endofit pada akar, batang, dan daun tanaman cengkeh
(Syzygium aromaticum) yaitu sebanyak 10, 7, dan 12 isolat. Jumlah bakteri endofit
pada daun didapatkan lebih banyak diduga karena bakteri endofit tidak hanya berasal
dari tanah saja, tetapi juga berasal dari udara yang melakukan penetrasi melalui

stomata daun.

IV.2.2 Aktivitas Bakteri Endofit Pada Daun Kenanga (Cananga odorata)
Terhadap Bakteri Staphylococcus epidermidis ATCC 3223 dan
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Berdasarkan hasil uji aktivitas bakteri endofit dari daun kenanga (C. odorata)
terhadap Staphylococcus epidermidis ATCC 3223 dan Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 menghasilkan zona bening di sekitar cakram disk. Hasil uji aktivitas ke-
12 isolat bakteri endofit terhadap kedua bakteri uji dapat dilihat pada (Tabel IV.4)
dan (Tabel 1V.6). Rerata zona hambat dari ke-12 bakteri endofit dikategorikan lemah
dan sedang terhadap Staphylococcus epidermidis dengan rerata 1,41-7,18 mm,
sedangkan pada Pseudomonas aeruginosa berkisar 1,0-13,9 mm dengan kategori

lemah, sedang, dan kuat. Faktor yang mempengaruhi besar kecilnya zona hambat
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yaitu kepadatan populasi bakteri uji, komposisi media kultur, suhu, sensitivitas
organisme, kecepatan difusi agar, dan kandungan senyawa aktif dalam bahan

antimikroba (Sari et al., 2023 dan Husain et al., 2022).

Uji aktivitas ini menggunakan kontrol positif kloramfenikol 30 pg yang
berguna sebagai pembanding dalam menentukan kemampuan bakteri endofit dalam
menghambat bakteri patogen. Hasil rerata zona hambat kontrol positif pada kedua
bakteri uji didapatkan kategori kuat dan sangat kuat. Menurut Arqom (2023)
klomfenikol bekerja dengan menghambat enzim peptidil transferase. Peran dari
enzim ini yaitu sebagai biokatalisator dalam pembentukan ikatan-ikatan peptida pada
proses sintesis protein. Kloramfenikol dapat digunakan untuk melawan infeksi yang

disebabkan oleh bakteri Gram positif dan Gram negatif serta bersifat bakteriostatik.

Penelitian Irwandi et al/ (2023) mendapatkan semua isolat bakteri endofit dari
tanaman pepaya (Carica papaya L.) memiliki kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan Escherichia coli dengan kategori sedang, sedangkan zona hambat
terhadap bakteri Staphylococcus aureus termasuk kategori lemah. Hasil penelitian
Whulansari et al (2019) mendapatkan bakteri endofit dari daun tanaman Bangle
(Zingiber cassumunar) mempunyai aktivitas antibakteri dalam menghambat
pertumbuhan S. epidermidis dan P. aeruginosa dengan rerata zona hambat masing-
masing 6,80 dan 7,21. Selain itu, Husain et a/ (2022) mendapatkan hasil zona hambat
bakteri endofit dari daun gedi (4belmoschus manihot) terhadap E. coli dengan rerata
1,66-12,3 mm, sedangkan zona hambat terhadap S. aureus memiliki rerata 2,3 mm,
4,0 mm, 6,8 mm, dan 13 mm yang dikategorikan lemah, sedang, dan kuat. Aktivitas
antibakteri yang bersifat rendah menandakan bahwa bakteri tidak dapat bekerja
dengan baik dalam membunuh bakteri uji, sedangkan antibakteri yang bersifat sedang
barangkali dapat bekerja lebih baik apabila diberi dengan dosis yang lebih tinggi
(Fitri et al., 2022).
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Hasil pengujian didapatkan zona hambat terbesar yang berpotensi
menghambat S. epidermidis adalah isolat EC5 dengan rerata 7,18 mm, sedangkan
pada P. aeruginosa didapatkan zona hambat terbesar oleh isolat EC1 dengan rerata
13,9 mm. Hal ini dapat disebabkan oleh perbedaan struktur dinding sel bakteri,
dimana lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram positif lebih tebal dibandingkan
dengan bakteri Gram negatif. Bakteri Gram positif memiliki lapisan peptidoglikan
20-80 nm sedangkan lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram negatif hanya 5-10 nm.
Bakteri Gram positif juga mengandung asam teikoat yang membuatnya lebih sulit

untuk dihancurkan oleh zat aktif atau antibiotik (Rohde, 2019; Irwandi et al., 2023).

Perbedaan zona hambat juga dipengaruhi oleh jenis Gram bakteri endofit.
Hasil identifikasi menunjukkan bahwa ECI1 merupakan bakteri Pseudomonas sp.
sedangkan ECS5 adalah bakteri Bacillus sp. Hasil uji aktivitas menunjukkan bahwa
EC1 (Pseudomonas sp.) potensial dalam menghambat Pseudomonas aeruginosa dan
ECS5 (Bacillus sp.) potensial dalam menghambat Staphylococcus epidermidis. Hasil
penelitian Oktavia dan Pujiyanto (2018) didapatkan bahwa uji antagonisme bakteri
endofit Gram positif memiliki aktivitas penghambatan yang lebih tinggi terhadap
bakteri target Gram positif dibandingkan dengan Gram negatif. Menurut Lubis
(2015), efektifitas kemampuan menghambat isolat potensial memiliki pola; bakteri
Gram positif akan lebih aktif menghambat bakteri Gram positif dan bakteri Gram
negatif akan lebih aktif menghambat baktert Gram negatif. Hal ini disebabkan bakteri
Gram positif memproduksi bakteriosin yang mampu menekan pertumbuhan bakteri

Gram positif begitupun sebaliknya.

Kandungan senyawa metabolit sekunder pada isolat ECl1 dan EC5 juga
mempengaruhi zona hambat yang dihasilkan. Hasil uji fitokimia dari ekstrak etanol
bakteri endofit isolat EC1 dan EC5 didapatkan hasil yang berbeda. Berdasarkan uji
fitokimia pada ekstrak etanol isolat EC1 didapatkan hasil positif senyawa alkaloid,
saponin, dan terpenoid. Sedangkan uji fitokimia ekstrak etanol isolat EC5 didapatkan
hasil positif alkaloid dan terpenoid. Karen (2022) menyatakan bahwa aktivitas
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antibakteri tiap isolat bakteri endofit dipengaruhi oleh jumlah metabolit sekunder
yang dihasilkan pada fase stasioner. Pada fase stasioner terjadi persaingan untuk
mempertahankan diri dengan mengeluarkan metabolit sekunder, sehingga jumlah sel
yang tumbuh sama dengan sel yang mati. Semakin banyak jumlah metabolit sekunder
yang dihasilkan isolat bakteri endofit maka semakin besar zona hambat yang

terbentuk.

Uji fitokimia ekstrak etanol EC1 dan EC5 keduanya menghasilkan senyawa
alkaloid, saponin, dan terpenoid yang juga dimiliki oleh daun kenanga (C. odorata).
Terpenoid merupakan senyawa bioaktif utama minyak atsiri yang dihasilkan oleh
tumbuhan (Heliawati, 2018). Daun kenanga (C. odorata) mengandung senyawa
metabolit berupa minyak atsiri, glikosida antrakuinon, flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, steroid, dan senyawa fenolik (Jiea et al., 2022 dan Sepriani et al., 2023).
Bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang sama dengan
inangnya, hal ini diduga sebagai akibat koevolusi dan transfer gen horizontal
(Horizontal Gen Transfer) dari tanaman inang ke bakteri tersebut. Transfer gen
horizontal yaitu proses masuknya bahan-bahan genetik suatu mikroorganisme ke

mikroorganisme lain tanpa melalui reproduksi (Gao ef al., 2019).

Terpenoid berperan sebagai hormon tanaman, pigmen fotosintesis, pembawa
elektron, serta fitosterol sebagai komponen struktur membran tanaman. Senyawa ini
juga berperan sebagai toksin bagi herbivora, antimikroba serta prekursor feromon
seks dalam penyerbukan (Purwanto dan Irianto, 2022). Terpenoid bersifat nonpolar
sehingga mudah bereaksi dengan lipid pada membran luar bakteri Gram negatif yang
juga bersifat nonpolar (Fransiska et al., 2021). Mekanisme terpenoid dalam
membunuh bakteri yaitu bereaksi dengan porin (protein trans membran) pada
membran luar dinding sel bakteri serta membentuk ikatan polimer yang kuat, hal ini
membuat porin menjadi rusak. Rusaknya porin menyebabkan senyawa penghambatan

akan mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri sehingga proses keluar masuknya



50

nutrisi akan terganggu. Oleh karena itu, pertumbuhan bakteri menjadi terhambat atau

sel bakteri akan mati (Egra et al., 2019).

Alkaloid bersifat toksik bagi patogen dan predator. Peran dari alkaloid yaitu
membantu tanaman bertahan pada kondisi stres akibat cekaman kekeringan dan suhu
ekstrim (Khafid et al., 2023). Adapun mekanisme alkaloid dalam menghambat
bakteri patogen yaitu mengganggu komponen penyusun peptidoglikan. Hal ini
membuat pembentukan lapisan dinding sel menjadi tergannggu sehingga sel bakteri
tersebut mati (Tjandra ef al., 2020). Selain itu, komponen alkaloid dikatahui sebagai
interkelator DNA dan menghambat enzim topoimerase sel bakteri (Purwanto dan

Iroanto, 2022).

Mekanisme kerja saponin sebagai antibakteri adalah dengan mendenaturasi
protein. Zat aktif permukaan saponin mirip deterjen sehingga saponin dapat
mengganggu permeabilitas membran bakteri dengan menurunkan tegangan
permukaan dinding sel bakteri. Kelangsungan hidup bakteri menjadi terganggu akibat
rusaknya membran sel. Gangguan permeabilitas membran pada sel bakteri
menyebabkan sitoplasma mengalami kebocoran dan keluarnya substansi sel seperti
protein dan asam nukleat yang mengakibatkan kematian sel (Putri et al., 2023).
Senyawa saponin juga mampu meredam superoksida melalui pembentukan
intermediet hiperoksida sehingga mampu mencegah kerusakan biomolemuler oleh

radikal bebas (Hasan, 2022).
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BAB YV

PENUTUP

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Karakteristik bakteri endofit dari daun kenanga (Cananga odorata)
didapatkan sebanyak 12 isolat yang menyerupai genus Pseudomonas sp.
(EC1, EC3, dan EC9), Acinetobacter sp. (EC6), dan Bacillus sp. (EC2, EC4,
EC5, EC7, EC8, EC10, EC11, dan EC12).

2. Bakteri endofit pada daun kenanga (Cananga odorata) mempunyai aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus epidermidis dengan kategori zona
hambat lemah dan sedang sedangkan zona hambat terhadap Pseudomonas

aeruginosa memiliki kategori lemah, sedang, dan kuat.

V.2 Saran

Saran dari penelitian ini adalah:

1. Diharapkan agar melakukan penelitian lanjutan mengenai identifikasi sampai
ketingkat spesies dengan menggunakan uji molekuler.

2. Diharapkan agar dilakukan pengukuran pertumbuhan bakteri untuk

mengetahui optimasi pertumbuhan bakteri.
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Lampiran 2 Surat Izin Penelitian

EEMENTERIAN AGAMA
UKNIVERSITAS IS AN NEGERI AB-RANIEY
FARKTITAS SAMNS TLAN TEENOTO4GI
M Syetiafs Ao Banit Kepeim a Tarisalam Banch arch
Lelesoc) UESL- foava2 L Lwsadl : winadar sy s dil

Momar  B-2E55 Um0 P TP 22023

[amp -
Hal cPenelitian Imiah Mala siswe
Kepades Yih,

Fapala laboraterium

Assalamu alaikum Wron'h.
Darnpirian Fakullas S dan Teloelopi TN Ac-Banicy demgan e e e rag Ko Rt

Mg NInG {BIADHATTL MITN A ¢ 190703007
LEmestaTfursan : 1k Bialagi

Alammar selarang Jﬁadlfﬁd]:f;_ft:ts Eampung Punga [urpng, Kecematan Meuraxa, ko

Landara vang tersebut hamanss diatas enar mahasiswa Takultas Sames dan Teknologi
bierimia ks me]akukan 11r—m=L1T|nn ilmiah o Iemmga 1."HI1_F Hapak.rhu piTnpin dalarn

PRl ol S a e v e g

m&wmmm el vt s hivks Jes Edanae sk il Roma
L TS TR PR T

Baaly Anae. T By
e
w@mmmwm wemelgen Sk

saleiliis ebclariall 8 Siona e '
Ei s ' mm;m:,:ﬂh



78

Lampiran 3 Surat Selesai Laboratorium

LABORATORIUM BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UNIVERESITAS ISLAM NEGER| AR-EANIEY
J1., Sveikk Abdul Raul Kopelma Darussaiam, Banda Aol
Wb vyt hivkogl Glar-ranicyscid. Emeil: hicteb arrarsrefumail.oom

SURAT KETERANGAN BEBRAS LARORATORIUM
Mz B-TAU 0 00 Lak. Bio-FST/PP00,9712/:2023

Laboratorium Biolow Fakultus Suins den Teknolon Umversites Islam Negen (UEN) Ar-
Raniry Banda Aceh dengan i meneranghkan hahwa!

Narma : Biadhatul Muns

bd 1 ¢ IR0T03007

Program Siudi : 51-Biodogi

Fakulias ! Fakulias Sains dan Teknologi

Perpumiang Tinggi i Llniversiti Bslian Negern (UINY Ar-Baniry Banda Aceh
Adami i Julan Periatiz, Kampung Punge Jurong, Kecamatun Meuraii,

Kota Banda Acelh

Benar wang namanva terschul dindas adalah mahasiswa biolegl yang melakokan penclitian
dun menggunakan Gzilites Laboratonum Bicdes Fakultas Sains dun Teknolog TN Ar-
Ramiry Banda Aceh dun telah menyelesioun kewajiban wtas penggunuan Fusilitus {alat dan
hahan) lahoeatorinm dalam rangks melaksanakan penelitian skripsi dengan topik:

“Karakterisasi dan Alktivitas Bakteri Epdofif Daon Kenangs (Canangs ederaia)
Terhadap Bakieri Staphylococcns epidermidis dun Mrendumonas coraginesa™

Dermikian surat keterangan ind dibuat. agar dapai digunakan scmestinys.

Aceh, 13 Desember 2023
inlogi




Lampiran 4 Determinasi Tanaman Kenanga (Cananga odorata)

i, KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAY AAN,
_d RISET, DAN TEKNOLOGI
¢ irl a INTVERSITAS SY1AH KUALA
) qu FAKULTAS MATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
T JURUSAN BIOLOGI
LA lalan Syech Abdurraaf Nomor 3, Dancsabun Basds Acch 25111, Gedung, F L), 2

Lanum hu:l::lE i sy iah g i, Surcl: mﬂlﬂgl:huminhu id

Nomor G T22ATNL 1B AT A QD DG2023 B Apusns 2023
Hal ; Tdentilikasi Sumpel herbnrium

Yih 5dr Riadhatul Muna

Mlahasiswa Universitas Islam Negerd Ar-Raniry
Fakultas Saims & Teknologi

Turgzan Biglog

Dasussalum - Banda Acch

Bersamn ind kami sermpaikan bahwa telah dilabkukan identifikasi tumbuhan daun
kenangn dengan klasifikasi maksononn s=bagai beriku ©

Regnumkingdom - Plantag
Sub Regrum/Sub Kingdom - Trachgobionts
Super DivisioSuper Division  : Spermatophyia

Divisio'Division : Magnoliophyia

Classied lass Mugnoliopsida

Sub Classis'Sub Class - Magnolidoe

Chrde/Cirder - Alaznolisles

FamilizFamily CARRpmacepe

CienusGenns “Lewrnpga {DC ) Hook F & Thomson
Species/Species s Corgmrgng oxdorare (Lamk. ) Hook £.& Thomson

Staf Pengajar yang mengidentifitasi:
D Saida Raznovk, 555 WLE (TP, 19700113 19970220020

Labarstormm Miosisteratika
Kepala,

é@wa_ ;
Frof, Dr. Syaukani, 5.51., M.Sc
HIE 1973020702100




Lampiran 5 Skema Kerja

Pengambilan sampel

!

Isolasi bakteri endofit dari daun kenanga

A

Pemurnian bakteri elndoﬁt daun kenanga

:

Identifikasi bakteri endofit secara
makroskopis dan mikroskopis

A

Identifikasi dengan uji biokimia

=+ o
Peremajaan bakteri uji

Peremajaan bakteri endofit Staphylococcus epidermidis
Pseudomonas aeruginosa

l J

Uji aktivitas bakteri
endofit daun kenangan
terhadap bakteri uji

\4

Pengukuran zona hambat
dan analisis data
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Lampiran 6 Dokumentasi Kegiatan

5 ol
Sampel daun kenanga Isolasi bakteri endofit Pemurniah bakteri
(Cananga odorata) daun kenanga endofit daun kenanga

Peremajaan bakteri endofit Pewarnaan Gram Uji biokimia TSIA isolat
daun kenanga ECI-EC6

Uji biokimia TSIA isolat  Uji biokimia indol Uji biokimia motilitas
EC7-EC12
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Uji biokimia sitrat isolat Uji biokimia sitrat isolat ~ Uji biokimia MR isolat
ECI1-EC6 EC7-EC12 ECI1-EC6

Uji biokimia MR isolat Uji biokimia katalase Uji aktivitas antibakteri
EC7-EC12

Sentrifugasi isolat EC1 dan A: Supernatan
EC5 B: Pelet
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Ekstraksi supernatan isolat  Ekstrak etanol isolat EC1 ~ Ekstrak etanol isolat EC5
ECI1 dan EC5

Uji alkaloid positif Uji alkaloid positif Uji Flavonoid negatif
(pereaksi Dragendrof) (pereaksi Wagner)
= s 18

Uji terpenoid positif dan Uji saponin positif Uji tanin serta fenol
steroid negatif negatif



Lampiran 7 Rumus Pengulangan Uji Aktivitas
(t-1) (n-1)> 15

(12-1) (n-1)> 15

11 (n-1)> 15
1In-11>15

I1n>15+1

AR-RANIRY
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Lampiran 8 Daftar Harga Alat dan Bahan Penelitian

No Alat dan Bahan Jumlah Harga (Rp)
1 Pseudomonas aeruginosa 1 230.000
2 Staphylococcus epidermidis 1 230.000
3 Alkohol 70 % 1 liter 45.000
4 Media NA 39 gr 195.000
5 Media MHA 38 gr 141.000
6 Media TSIA 6 gr 30.000
7 Media SIM 5,4 gr 27.000
8 Media Simmon’s citrate 2,5 gr 14.000
9 Media MR-VP 1,7 gr 9.350
10 Safranin 2 ml 6.000
11 Iodine 1,8 ml 2.000
12 Kristal violet 1,8 ml 3.000
13 Minyak emersi 1,8 ml 23.500
14 Reagen Kovac's 2,4 ml 31.200
15 H202 1,2 ml 3.600
16 Methyl red 3,6 ml 10.800
17 Alfa naftol 5% 6 ml 18.000
18 KOH 3,6 ml 10.800
19 Kloramfenikol 30 ug 24 disk 72.000
20 Cotton Swab 2 12.000
21 Spiritus 1 25.000
22 Blankdisk/cakram 48 disk 144.000
23 NB 6,5 gr 32.500
24 Uji fitokimia 2 isolat 300.000
25 Spiritus 1 25.000
26 Blankdisk/cakram 48 disk 144.000

Total 1.784.750
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