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ABSTRAK 

 

Nama : Putri Rahil Marissa 

NIM  : 170703022 

Program Studi : Biologi Fakultas Sains dan Teknologi (FST) 

Judul : Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun 

 Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) dalam Menghambat 

Bakteri             Staphylococcus aureus dan Pseudomonas 

aeruginosa 

Tanggal Sidang : 18 – Juli – 2022 

 Jumlah Halaman : 83 

Pembimbing I  : Diannita Harahap, M.Si 

Pembimbing II : Syafrina Sari Lubis, M.Si 

Kata kunci : Bakteri endofit, Supernatan, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 
Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa 

menimbulkan gejala penyakit dan dapat menghasilkan senyawa antibakteri yang 

sama dengan inangnya. Pegagan merupakan tanaman yang memiliki senyawa 

metabolit sekunder yang berguna sebagai antibakteri terhadap bakteri penyabab 

infeksi kulit. Tujuan dari penelitian ini ialah untuk mengetahui karakteristik 

bakteri endofit dan kemampuan supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 

25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Metode isolasi yang 

digunakan yaitu dengan metode streak plate dan produksi supernatan bebas sel 

dengan cara sentrifugasi serta disaring menggunakan saringan mikro 0,22 µm 

hingga didapatkan supernatan bebas sel. Pengujian aktivitas antibakteri supernatan 

bebas sel dilakukan menggunakan metode Kirby Bauer. Hasil yang didapatkan 

yaitu terdapat 9 isolat bakteri endofit menunjukkan karakteristik yang berbeda 

antara satu isolat dengan isolat yang lainnya. Kemampuan supernatan bakteri 

endofit daun pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) sebagai antibakteri 

menunjukkan zona hambat terhadap bakteri S.aureus ATCC 25923 sebesar 6,94 

mm menunjukkan aktivitas lemah. Zona hambat yang terbentuk terhadap P. 

aeruginosa ATCC 27853 sebesar 4,61 mm menunjukkan aktivitas lemah. 

 

 

Kata Kunci: Bakteri endofit, Supernatan, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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ABSTRACT 
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NIM : 170703022 

Study Program : Biology Faculty of Science and Technology (FST) 

Title : Leaf Endophytic Bacterial Cell-Free Supernatant Activity 

Gotu Kola (Centella asiatica (L.) Urb.) in Inhibiting 

Bacteria Staphylococcus aureus and Pseudomonas 

aeruginosa 

Date : 18 – July – 2022 

Page : 83 

Advisor I : Diannita Harahap, M.Si 

Advisor I : Syafrina Sari Lubis, M.Si 

Keywords : Endophytic bacteria, Supernatant, Staphylococcus aureus 

 ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

 

Endophytic bacteria are bacteria that live in plant tissues without causing disease 

symptoms and can produce the same antibacterial compounds as their host. Gotu 

kola is a plant that has secondary metabolites that are useful as antibacterial 

against bacteria that cause skin infections. The purpose of this study was to 

determine the characteristics of endophytic bacteria and the ability of the cell-free 

supernatant of endophytic bacteria of gotu kola (Centella asiatica (L.) Urb.) 

against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. The isolation method used was streak plate method and the production of 

cell-free supernatant with centrifugation method and filtered using a 0.22 m micro-

sieve to obtain a cell-free supernatant. Testing the antibacterial activity of cell-free 

supernatants was carried out using the Kirby Bauer method. The results obtained 

were that there were 9 isolates of endophytic bacteria showing different 

characteristics from one isolate to another. The ability of the endophytic bacterial 

supernatant of gotu kola (Centella asiatica (L.) Urb.) as an antibacterial showed 

an inhibition zone against the bacterium S. aureus ATCC 25923 of 6.94 mm 

indicating weak activity. The inhibition zone formed against P. aeruginosa ATCC 

27853 at 4.61 mm showed weak activity. 
 

 

 

Keywords: Endophytic bacteria, Supernatant, Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

I.1 Latar Belakang  

Tanaman merupakan tumbuhan yang dapat hidup di lingkungan mana saja, 

seperti di lingkungan rumah, kebun dan hutan. Tanaman juga dapat 

dimanfaatkan sebagai sumber sandang, pangan dan juga sebagai obat-obatan. 

Sejak dahulu, masyarakat telah memanfaatkan tanaman sebagai obat dalam 

menangani semua permasalahan kesehatan (Harefa, 2020). Masalah kesehatan 

merupakan masalah yang cukup serius, tidak hanya melibatkan persoalan medis 

dan teknis saja, namun  juga melibatkan budaya dan tradisi. Penggunaan tanaman 

dari bahan alam yang berkhasiat sebagai obat dapat dijadikan sebagai penanganan 

kesehatan yang bersifat tradisional (Yamin et al., 2018). 

Dalam pengobatan tradisional manusia menggunakan tanaman herbal. 

Tanaman herbal merupakan tanaman yang dapat digunakan untuk mengatasi 

atau menyembuhkan beberapa penyakit dan dapat digunakan sebagai alternatif 

pengobatan karena biaya yang dikeluarkan relatif lebih murah dibandingkan 

penggunaan obat sintesis, serta mudah didapat dan digunakan (Nurfiah et al., 

2019). Adapun beberapa jenis tanaman yang dapat digunakan sebagai 

pengobatan tradisional diantaranya akar tanaman alang-alang (Imperata 

cylindrica) yang berkhasiat dalam mengatasi hipertensi dan diare (Amtiran, 

2019). Tanaman kunyit (Curcuma longa Linn.) digunakan sebagai pengobatan 

herbal dalam mengatasi permasalahan diabetes mellitus (Hamzah, 2019) dan 

ekstrak tanaman lidah buaya (Aloe vera) dapat digunakan untuk membantu 

proses penyembuhan luka pada kulit (Hindrawan et al., 2021). 

Kulit merupakan bagian terluar dari tubuh manusia yang sifatnya elastis 

dan halus. Kulit berfungsi sebagai penerima rangsangan seperti sentuhan, rasa 

sakit dan  pertahanan pertama dari berbagai ancaman seperti kuman, virus dan 

bakteri (Riandri, 2017). Kurang terjaganya kesehatan pada kulit akan 

menimbulkan berbagai macam penyakit. Kurangnya kesadaran manusia 

terhadap penyakit kulit dikarenakan sifatnya yang tidak terlalu berbahaya dan 

umumnya tidak menyebabkan kematian, sehingga sering dibiarkan begitu saja. 

Hal tersebut sangat  tidak dianjurkan karena jika kulit yang terserang penyakit 
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dibiarkan begitu saja, dapat menyebabkan terjadinya infeksi (Putri et al., 2018). 

Adapun beberapa penyakit infeksi yang menyerang bagian kulit yaitu 

jerawat, eksim, bisul dan impetigo (Retnaningsih et al., 2019). Bakteri yang 

sering dijumpai pada penderita infeksi kulit diantaranya Propionibacterium 

acnes dan Staphylococcus epidermidis merupakan bakteri yang dapat ditemukan 

pada penderita jerawat (Mulyani et al., 2017). Bakteri lain seperti Escherichia 

coli, Klebsiella sp., Streptococcus sp., dimana S. aureus merupakan bakteri 

dominan yang ditemukan pada penderita abses (Puspaningrum & Wibowo, 

2020). Salah satu bakteri yang dapat menyebabkan infeksi pada kulit yaitu 

bakteri Staphylococcus aureus (Ivan et al., 2019). 

Staphylococcus aureus dapat ditemukan berkoloni pada bagian kulit dan 

selaput lendir. Bakteri ini merupakan salah satu bakteri kelompok Gram positif 

bersifat patogen yang menginfeksi manusia. Bakteri patogen ini juga dianggap 

sebagai penyebab utama infeksi yang didapat dari rumah sakit (Papadopoulos et 

al., 2018; Oliveira et al., 2018). Selain bakteri S. aureus sebagai penyebab infeksi 

pada  kulit juga terdapat bakteri Gram negatif yaitu Pseudomonas aeruginosa 

yang sama-sama bersifat patogen bagi manusia dan dapat menyebabkan infeksi 

pada penderita abses, luka infeksi dan luka bakar (Nagoba et al.,2017). 

Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Raytekar et al., (2017) 

bakteri P. aeruginosa ditemukan pada sampel pus dan luka radang yang 

diperoleh dari laboratorium mikrobiologi. Bakteri S. aureus dan P. aeruginosa 

merupakan bakteri patogen penting dan juga berbahaya diantara genus 

Staphylococcus sp. dan Pseudomonas sp. Karena menjadi lebih resisten terhadap 

berbagai jenis obat, sehingga pemilihan antimikroba yang sesuai menjadi lebih 

sulit dan terbatas (Sulistyarsi & Pribadi, 2018). 

Penanganan untuk menghambat pertumbuhan bakteri patogen dapat 

memanfaatkan senyawa alami yang diperoleh dari tanaman. Tanaman pala 

(Myristica fragrans) menghasilkan minyak atsiri (Citronella oil) yang dapat 

digunakan sebagai senyawa alami dari tanaman pala sebagai antibakteri (Ansory 

et al., 2018). Pemanfaatan senyawa-senyawa metabolit sekunder seperti 

flavonoid, alkaloid, steroid, tanin, dan saponin juga dapat digunakan 

sebagai antibakteri (Nugraha et al., 2017). Penggunaan antibakteri mampu me-
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ningkatkan resistensi bakteri patogen apabila tidak sesuai. Cara yang lebih 

efisien yaitu dengan menggunakan senyawa aktif baru yang dapat dimanfaatkan 

sebagai senyawa antibakteri adalah bakteri endofit (Iqlima et al., 2017). 

Bakteri endofit merupakan bakteri yang berada pada jaringan tanaman tanpa 

menyebabkan gejala penyakit pada tanaman inangnya (Afizar, 2017). Bakteri 

endofit mampu menghasilkan senyawa aktif yang bersifat antibakteri (Suryati, 

2017). Antibakteri merupakan senyawa yang digunakan untuk menghambat 

pertumbuhan bakteri. Antibakteri biasanya terdapat pada suatu makluk hidup 

sebagai metabolit sekunder. Mekanisme senyawa antibakteri secara umum 

dilakukan dengan cara merusak dinding sel, mengubah permeabilitas membran 

sel sehingga senyawa antimikroba dapat masuk ke dalam sel menyebabkan sel 

menjadi terganggu dan rusak, mengganggu sintesis protein, dan menghambat 

kerja enzim. Senyawa yang berperan dalam merusak dinding sel antara lain fenol, 

flavonoid, dan alkaloid (Septiani, 2017; Pradana et al., 2018). 

Berdasarkan penelitian terdahulu mengenai bakteri endofit yang telah 

dilakukan oleh Hanif & Susanti (2017) menyatakan bahwa bakteri endofit 

tanaman  jagung (Zea mays) diketahui memiliki senyawa metabolit yang berguna 

sebagai anticendawan, yaitu lauric acid, propenoic acid dan cyclohexanone. 

Berdasarkan penelitian Oktavia & Pujiyanto (2018) bakteri endofit tanaman 

tapak dara (Catharanthus roseus, L.) berpotensi sebagai penghasil senyawa 

antibakteri. Berdasarkan penelitian Sepriana et al., (2017) menyatakan bahwa 

bakteri endofit tanaman cengkeh (Syzygium aromaticum L.) memiliki senyawa 

antibakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus 

mutans dan S. aureus. Adapun bakteri endofit kulit batang santigi (Pemphis 

acidula Forst) memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri S. aureus dan 

P. aeruginosa (Untu, 2019). Selain dari tanaman di atas, bakteri endofit juga 

dapat diperoleh dari tanaman pegagan (Kurniawan et al., 2021). 

Pegagan termasuk dalam genus Centella dalam keluarga Apiaceae yang 

terdiri dari sekitar 50 spesies termasuk spesies yang paling melimpah 

diantaranya spesies Centella asiatica (L.). Tanaman ini merupakan salah satu 

tanaman yang biasa digunakan sebagai obat herbal oleh masyarakat tradisional 

di seluruh dunia karena manfaat kesehatannya yang terkenal sejak zaman 
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prasejarah (Sabaragamuwa et al., 2018). Pegagan mengandung banyak 

kandungan seperti asiatic acid, madeccasic acid, asiaticoside, madecassoside, 

etulinic acid, thankunic acid dan isothankunic acid. Manfaat pegagan juga 

sebagai meningkatkan daya ingat, menurunkan inflamasi, meningkatkan 

aktivitas kognitif serta dapat membantu penyembuhan luka pada kulit 

(Lisiswanti & Fiskasari 2017). Berdasarkan penelitian Ramandey & Bunei, 

(2021) Suku Mee menggunakan daun pegegan (Centella asiatica) sebagai 

penyembuhan penyakit pada kulit yang membengkak dan berisi nanah atau 

sering disebut bisul. Daun pegagan mengandung senyawa bioaktif seperti 

flavonoid, alkaloid dan tanin yang dapat digunakan sebagai antibakteri 

(Maulidia et al., 2019). 

Selain pengunaan antibakteri dari bakteri endofit daun pegagan, uji daya 

hambat dapat dilakukan menggunakan aktivitas supernatan bebas sel. 

Supernatan bebas sel merupakan hasil dari proses sentrifugasi yang memiliki 

masa jenis yang lebih ringan yang terpisah dengan endapan (pelet). Supernatan 

bebas sel bakteri endofit ini mengandung senyawa metabolit sekunder yang 

dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji (Fitrianingsih, 2019). Penggunaan 

supernatan bebas sel mampu menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dengan 

zona hambat yang lebih besar. Hal ini berdasar pada penelitian Astari et al., 

(2021) yang menyatakan bahwa penggunaan antibakteri dari supernatan bebas sel 

bakteri endofit dari tanaman kunyit (Curcuma longa L.) terhadap bakteri S. 

aureus. Sebanyak 17 isolat bakteri endofit memiliki potensi sebagai antibakteri 

dengan diameter zona hambat yang terbentuk berkisar 7,4–13,76 mm. Isolat 

yang memiliki zona hambat terbesar merupakan isolat M8 yang memiliki 

kemiripan dengan genus Pseudomonas. 

Penelitian serupa juga telah dilakukan oleh Aqlinia et al., (2020) yang 

menyatakan bahwa pengujian aktivitas antibakteri supernatan metabolit 

sekunder isolat bakteri endofit potensial dari tanaman bangle dalam 

menghambat pertumbuhan S. aureus. Isolat Ri1 menghambat bakteri uji dengan 

diameter zona hambat sebesar 6,98 mm, isolat Ri4 sebesar 8,12mm dan isolat 

Ak1 sebesar 9,25 mm. Kekuatan daya antibateri uji berdasarkan besar zona 

hambat termasuk ke dalam kategori sedang. Berdasarkan penelitian yang telah 
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dilakukan oleh Kurniawan et al., (2021) diketahui bahwa penggunaan 

antibakteri dari supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan (Centella 

asiatica) terhadap bakteri S. aureus membentuk zona hambat dengan kategori 

kuat, bakteri endofit daun pegagan dihasilkan sebanyak 37 isolat. Bakteri endofit 

daun pegagan ini memiliki potensi aktivitas antibakteri dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri S. aureus berdasarkan adanya senyawa metabolit sekunder 

yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat sebesar 15,9 mm pada isolat 

I2 dan 9,02 pada I1 mm. Bakteri endofit yang diisolasikan dari daun pegagan 

(Centella asiatica) merupakan dari genus Bacillus. 

Sedangkan pada penelitian Adityawarman et al., (2019) diketahui bahwa 

hasil identifikasi bakteri endofit pada daun pegagan menunjukkan adanya 

kemiripan dengan genus Pseudomonas pada isolat 16. Zona hambat yang 

terbentuk hanya dengan penggunaan bakteri endofit daun pegagan (Centella 

asiatica) membentuk zona hambat dengan kategori sedang yaitu isolat 16 

memiliki diameter zona hambat sebesar 6,5 mm, isolat 36 sebesar 4,5mm, isolat 

26 dan isolat 30 memiliki zona hambat sebesar 2 mm. 

Berdasarkan latar belakang di atas, penulis ingin melakukan penelitian 

dengan judul “Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun 

Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) dalam Menghambat Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa”. 

 

I.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan di atas, adapun yang 

menjadi rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana karakteristik bakteri endofit pada daun pegagan (Centella asiatica 

(L.) Urb.) ? 

2. Bagaimana aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan 

Pseudomonas aeruginosa ? 
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I.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui bagaimana karakteristik bakteri endofit pada daun 

pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

2. Untuk mengetahui bagaimana aktivitas supernatan bebas sel bakteri 

endofit daun pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

I.4 Manfaat Penelitian  

Berdasarkan tujuan penelitian di atas, maka manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Penelitian ini dapat dijadikan sebagai informasi mengenai aktivitas 

supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan (Centella asiatica   

(L.) Urb.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa. 

2. Hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai wawasan dan referensi lebih 

lanjut mengenai aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun 

pegagan (Centella aiatica (L.) Urb.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 
 

BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

II.1 Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

II.1.1 Klasifikasi Ilmiah Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

Pegagan adalah tanaman liar yang banyak ditemukan di perkebunan, ladang, 

tepi jalan, serta pematang sawah. Pegagan berasal dari daerah Asia tropik dan 

tersebar luas di berbagai negara seperti Filiphina, Cina, India, Sri Langka, 

Madagaskar dan Indonesia. Nama lain dari daun pegagan di negara Inggris dikenal 

dengan sebutan pennyworth dan sebutan gotu kola di benua Amerika (Susetyarini 

& Nurrohman, 2020). Daun pegagan juga disebut dengan daun antanan (Sunda), 

pacul goang (Jawa Tengah), regedeg (Yogya), gan-ganan (Madura), taidaah (Bali), 

wisu-wisu (Makasar), cipu balawo (Bugis), dogauke (Papua) dan sarowati 

(Halmahera). Daun pegagan juga disebut tapak kuda karena daunnya menyerupai 

tapal kaki kuda (Ulung & Studi, 2014). 

 

 

Gambar II.1 Tanaman Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.).  

(Sumber: Dokumentasi Pribadi, 2021). 
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Menurut Itis.gov (2021) klasifikasi pegagan (Centella asiatica) adalah 

sebagai  berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta  

Sub-divisi : Angiospermae  

Kelas  : Dicotyledonae 

Ordo  : Umbellales 

Famili  : Umbelliferae 

Genus   : Centella 

Spesies  : Centella asiatica (L.) Urb. 

 

II.1.2 Morfologi Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

Pegagan merupakan tanaman tahunan daerah torpis yang berbunga di 

sepanjang tahunnya. Tanaman ini mudah sekali ditemukan karena dapat tumbuh 

di dataran rendah sampai dengan ketinggian 2.500 mdpl. Pegagan tumbuh di 

daerah yang lembab dan mendapatkan sinar matahari yang cukup (Vinolina, 

2021). Habitat pegagan umumnya pada daerah tropis dan sub tropis. Berdasarkan 

letak geografisnya, dapat membedakan variasi dalam morfologi dan komposisi 

kimia. Pegagan adalah tanaman merambat dan menjalar hingga mencapai panjang 

rata-rata 15 cm (Sabaragamuwa et al., 2020). 

Sistem perakaran tanaman pegagan yaitu akar tunggang. Akar lembaga akan 

tumbuh terus menerus menjadi akar pokok yang memiliki percabangan menjadi 

akar-akar yang lebih kecil. Tangkai pegagan tidak keras dan memiliki tekstur berair 

dan lunak, umumnya berwarna kemerahan pada bagian pangkal dan berwarna hijau 

pada bagian ujung yang mendekati helaian daun. Panjang tangkai daun bisa 

mencapai 50 mm (Susetyarini & Nurrohman, 2020). 

Daun pegagan umumnya berwarna hijau tua, pada bagian atas permukaan 

daun halus dan pada bagian bawahnya terdapat rambut-rambut halus berwarna 

putih. Bentuk helaian daun pegagan berbentuk ginjal, dengan pangkal daun yang 

membulat, tepi daun memiliki lekukan atau beringgit sampai bergerigi, terutama 

kearah pangkal daun. Bunga berwarna putih atau ada juga yang berwarna merah 

muda, tersusun dalam karangan berupa payung (Susetyarini & Nurrohman, 2020).  
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Gambar II.2 Morfologi Tanaman Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) a) Akar 

Pegagan, b) Tangkai Pegagan, c) Daun Pegagan dan d) Bunga 

Pegagan. 

(Sumber: Sabaragamuwa et al., 2018). 

 

II.1.3 Kandungan Daun Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

Pegagan merupakan salah satu tanaman yang memiliki manfaat bagi 

kesehatan, seperti menjaga dan meningkatkan daya ingat, menurunkan tekanan 

darah, serta mencegah terjadinya keloid pada bekas luka. Hal ini dikarenakaan 

pegagan mengandung berbagai senyawa aktif (Ramadhan, 2019). Kandungan 

pada pegagan terdiri dari 8,3 g air, 1,6 g protein, 0,6 g lemak, 6,9 g karbohidrat, 

1,6 g abu, 170 mg kalsium, 30 mg fosfor, 3,1 mg zat besi, 414 mg kalsium, 6580 

µg betakaroten, 0,15 mg tiamin, 0,14 mg riboflavin, 1,2 mg niasin, 4 mg askorbat 

dan 2,0 g serat dalam 100 g pegagan (Vinolina, 2021). Adapun senyawa aktif yang 

terkandung di dalam tanaman pegagan meliputi asiaticoside, centelloside, 

madecassoside dan asiatic acid (Waluyo, 2020). 

Senyawa metabolit sekunder daun pegagan adalah flavonoid, alkaloid, 

tanin, saponin serta Vitamin C (Susetyarini & Nurrohman, 2022). Adapun 
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senyawa penting yang dapat dijadikan sebagai antioksidan dari tanaman pegagan 

adalah polyphenols dan flavonoids seperti quercitin, quercitrin, kaempferol, 

luteolin, chlorogenicacid, castilliferol, apigenin dan rutin. Carotenoids seperti 

neoxanthin, violaxanthin, lutein dan beta carotene. Tannins diantaranya tannin 

dan phlobatannin serta vitamin-c yaitu ascorbic acid (Jhansi & Kola, 2019). 

II.1.4 Manfaat Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) 

Tanaman pegagan (Centella asiatica) sebagai obat tradisional cukup 

banyak digunakan oleh masyarakat. Pegagan memiliki rasa yang sedikit manis 

dan memiliki efek mendinginkan. Pegagan bermanfaat untuk regenerasi sel dan 

pembuluh darah, anti infeksi, menurunkan panas dan demam, diuretik (peluruh 

kencing), pembengkakan hati, meningkatkan kesuburan wanita, mengurang 

gejala asma, mengobati hipotensi, menghentikan pendarahan (hemoragi), anti 

bakteri, antiplasma, anti inflamasi, antialergi dan meningkatkan kekebalan tubuh 

(Vinolina, 2021). Minyak atsiri yang terkandung pada daun pegagan dapat 

digunakan sebagai penghambat bakteri dan jamur serta ekstrak pegagan juga dapat 

menurunkan jumlah glukosa dalam darah karena kandungan asam asiatik berperan 

dalam meningkatkan fibrosis islet pada pankreas (Prakash et al., 2017). 

Asiatikosida yang berasal dari pegagan dapat membantu penyembuhan 

luka. Esktrak pegagan telah banyak digunakan untuk mempercepat penyembuhan 

luka, mengobati luka bakar dan mencegah keloid atau hipertrofik bekas luka, 

menstimulasi kolagen pada kulit dan merangsang sintesis kolagen serta 

peningkatan elastisitas kulit (Vinolina, 2021). Manfaat lainnya yaitu dapat 

digunakan untuk mengatasi striae gravidarum atau sering disebut dengan stretch 

mark dengan cara pengunaan krim ekstrak dari pegagan (Centella asiatica) 

(Abdullah et al., 2022). Pemanfaatan tanaman pegagan sebagai pengobatan dapat 

dilakukan dengan cara merebus dan air rebusan diminum secara teratur (Waluyo, 

2020). 
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II.2 Bakteri Endofit  

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme pada jaringan interseluler atau 

intraseluler tumbuhan yang sehat tanpa menimbulkan gejala penyakit dan tidak 

berbahaya untuk tumbuhan inangnya (Sousa et al., 2017). Bakteri endofit yang 

berada pada jaringan tumbuhan berasal dari lingkungan luar dan dapat masuk 

kedalam jaringan tanaman melalui beberapa cara, yaitu melalui stomata, lentisel, 

celah atau luka pada tanaman, selanjutnya bakteri endofit berkoloni dan menyebar 

keseluruh bagian jaringan tanaman lainnya seperti daun, batang, bunga dan biji 

melalui pembuluh xilem (Putri, 2018). 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 

Gambar II.3 a) Isolat Bakteri Endofit dan b) Bakteri Endofit Batang      Karet 

(Hevea brasiliensis). 

(Sumber: Linda et al., 2018; Lestari, 2017). 

 

 

Keberadaan bakteri endofit pada jaringan tanaman inangnya masuk 

melalui akar, stomata atau bagian luka pada tanaman dan membentuk koloni 

dalam jaringan tumbuhan baik pada akar, batang, daun dan organ lainnya pada 

waktu tertentu (Isnayanti, 2020). Bakteri endofit mampu bersimbiosis saling 

menguntungkan dengan tanaman inangnya, yaitu dengan memanfaatkan nutrisi 

dari hasil metabolisme tanaman untuk hidup. Selain itu bakteri endofit juga 

memberikan keuntungan terhadap tanaman inangnya dengan cara melindungi 

tanaman dari serangan mahkluk lainnya seperti serangga (Sagita et al., 2017). 

Bakteri endofit memiliki kemampuan menghasilkan senyawa metabolit 

yang sama dengan inangnya. Senyawa metabolit ini berfungsi berfungsi sebagai 

antibakteri. Metabolit sekunder pada bakteri endofit terdiri dari alkaloid, 
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flavonoid, saponin, terpenoid dan tanin (Sarjono et al., 2019). Senyawa metabolit 

pada bakteri endofit dapat antimalaria, antikanker, tuberculosis (TBC) dan 

antifungi (Anwar & Futra, 2019). 

II.3 Bakteri Penyebab Infeksi Kulit 

III.3.1 Bakteri Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus merupakan salah satu spesies dari genus 

Staphylococcus berbentuk bulat, bakteri Gram positif dan berdiameter 0,8-1 

mikron (µm), tidak bergerak dan tidak berspora. Menurut bahasa Yunani Staphyle 

yang berarti menyerupai anggur dan berbentuk bulat atau bola (Febrianasari, 

2018; Hayati et al., 2019). Bakteri S. aureus merupakan flora normal pada 

manusia dan mudah ditemukan pada rongga hidung, serta dapat berpindah dan 

menyebar ke kulit maupun bagian tubuh lainnya. S. aureus juga dapat ditemukan 

pada tenggorokan, usus serta area kewanitaan (Rahardjo et al., 2017). 

Bakteri S. aureus dapat menyebabkan penyakit apabila bakteri ini dapat 

masuk ke dalam organ tubuh manusia. Penyakit yang disebabkan oleh bakteri 

genus Staphyloccocus ini apabila lingkungan yang kurang sehat dan ketahanan 

tubuh yang lemah. Penyebaran bakteri S. aureus melalui tanah, air dan debu di 

udara. Selain itu bakteri dapat berpindah pada saat melakukan kontak fisik (Arfani, 

2021). Umumnya penyakit yang disebabkan pada manusia yaitu infeksi piogenik, 

diare, sepsis luka bedah, abses payudara hingga lesi pada kulit (Abidin, 2018). 

Infeksi akibat S.aureus juga dapat menyerang pada luka pasien penderita 

diabetes mellitus dengan persentase terbanyak sebesar 92,9 % (Nur & Marissa, 

2017). Hal ini dikarenakan luka ulkus terbuka sehingga bakteri dengan mudahnya 

masuk dan menginfeksi luka tersebut. Selain itu, penderita diabetes mellitus 

memiliki kadar glukosa yang tinggi sehingga menjadikan nutrisi dan habitat bagi 

bakteri untuk dapat hidup dan berkembang biak (Gowa, 2020). 
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Gambar II.4 Bakteri Staphylococcus aureus a) Bakteri Staphylococcus aureus 

Pada Media MSA dan b) Pewarnaan Gram Mikroskopis.  

(Sumber: Hayati et al., 2019). 

 

Menurut Itis.gov (2021) klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus sebagai  

berikut: 

Kingdom  : Eubacteria 

Filum  : Firmicetus 

Kelas  : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Family  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Spesies  : Staphylococcus aureus  

III.3.2 Bakteri Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif yang bersifat 

motil karena memiliki flagel untuk bergerak. P. aeruginosa memiliki bentuk 

tunggal dan tersusun dalam rantai pendek, berbentuk batang dengan ukuran 

sekitar 0,6 x 2 μm, mudah tumbuh pada berbagai media pembiakannya, hal ini 

dikarenakan kebutuhan nutrisinya yang sangat sederhana. P. aeruginosa tumbuh 

dengan baik pada suhu 37-42 °C (Rahmadani, 2019). Warna koloni bakteri 

umumnya berwarna  kuning, berdiameter 2.42 mikron (µm). Bakteri P. 

aeruginosa dapat dijumpai di tanah, air, tanaman dan hewan (Rahmaningsih et 

al., 2017). 
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Bakteri Pseudomonas aeruginosa adalah salah satu bakteri patogen yang 

menginfeksi kulit manusia dan juga hewan karena P. aeruginosa dapat 

membentuk koloni serta menimbulkan infeksi apabila imun tubuh seseorang 

menurun. Bakteri ini dapat tumbuh pada manusia yang sehat dan akan bersifat 

saprofit di usus dan kulit manusia. Bakteri P. aeruginosa juga menginfeksi 

pasien rumah sakit yang mengidap penyakit luka bakar, fibrosis dan kanker. 

Infeksi yang disebabkan oleh P. aeruginosa ditandai dengan terbentuknya 

nanah berwarna hijau hingga biru (Jaksono, 2020). 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

Gambar II.5 Bakteri Pseudomonas aeruginosa a) Isolat Pseudomonas 

aeruginosa pada Media NA dan b) Pewarnaan Gram Mikroskopis.  

(Sumber: Girsang et al., 2019; Sulviana et al., 2017). 

 

 

Menurut Itis.gov (2021) klasifikasi ilmiah dari bakteri P. aeruginosa 

adalah: 

Kingdom :  Bacteria 

Sub Kingdom : Negibacteria 

Filum : Proteobacteria 

Kelas : Gammaproteobacteria 

Ordo : Pseudomonadales 

Famili : Pseudomonadaceae 

Genus : Pseudomonas 

Spesies : Pseudomonas aeruginosa 
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II.4 Supernatan Bebas Sel  

Supernatan merupakan hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis yang 

lebih rendah. Supernatan dapat dihasilkan melalui proses sentrifugasi yang 

memisahkan partikel yang densitasnya lebih tinggi dari pelarut turun (endapan) 

dan partikel yang lebih ringan akan berada pada bagian atas (Fitrianingsih, 2019). 

Letak supernatan berada pada lapisan atas dan warnanya lebih jernih. Sementara 

butir (pelet) adalah substansi hasil sentrifugasi yang memiliki bobot jenis yang 

lebih tinggi dan berupa endapan di bagian bawah tabung (Trisniawati, 2019). 

Supernatan bebas sel hasil sentrifugasi menunjukkan bahwa memiliki sifat asam 

dengan rentang nilai pH 5,65- 5,84 (Erlindawati et al., 2015). 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Gambar II.6 Proses Sentrifugasi a) Alat Sentrifugasi dan b) Hasil Supernatan 

(Sumber: Andarupm.co.id). 

 

Prinsip kerja sentrifugasi menggunakan prinsip rotasi atau perputaran 

tabung dengan menggunakan kecepatan rotasi permenit (rpm). Partikel yang 

masih terlarut dalam cairan akan turun dan mengendap pada bagian bawah dari 

pusat putaran dan mengendap. Untuk mendapatkan hasil dari sentrifugasi 

dilakukan dengan cara menempatkan wadah yang berisi suspensi partikel pada 

bagian rotor yang kemudian akan berputar dengan kecepatan tertentu (Ingrat, 

2018). Supernatan kemudian disaring menggunakan filter bakteri 0,22 μm yang  

bertujuan untuk  memisahkan supernatan dari sel-sel bakteri yang tersisa (Prisilia, 

2019). 
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Proses sentrifugasi bertujuan untuk mendapatkan senyawa metabolit 

sekunder dari bakteri (Sarjono et al., 2020). Supernatan yang dihasilkan setelah 

proses sentrifugasi memiliki senyawa metabolit sekunder (Kurniawan et al., 

2021). Metabolit sekunder adalah senyawa-senyawa organik yang berasal dari 

sumber alami tumbuhan, yang dapat memberikan efek fisiologis terhadap 

makluk hidup, pada umumnya merupakan senyawa bioaktif. Senyawa metabolik, 

sangat berperan dalam mempertahankan kehidupan organisme (Suteja, 2018; 

Kurniawan et al., 2021). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar II.7 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Supernatan a) Bakteriosin 

L. plantarum terhadap Staphylococcus aureus dan b) 

Bakteriosin L. plantarum terhadap Escherichia coli. 

(Sumber: Prisilia, 2019). 

 

Senyawa metabolit yang terkandung dalam supernatan darah yaitu protein, 

fenol, flavonoid, alkaloid dan saponin. Sedangkan yang terkandung dalam pelet 

yaitu lemak dan lisin (Romadhon et al., 2018). Senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung pada supernatan seperti flavonoid, alkaloid, fenol dan terpenoid dapat 

dijadikan sebagai antibakteri. Flavonoid, salah satu senyawa aktif yang 

merupakan senyawa fenol dapat menyebabkan kerusakan pada sel bakteri. Selain 

itu alkaloid berfungsi untuk menghambat proses sintesis dinding sel, sehingga sel 

menjadi lisis. Senyawa fenol dapat menyebabkan kerusakan pada membran sel dan 

menghentikan kerja enzim yang berperan dalam metabolisme seluler (Silvia, 

2018). Apabila terjadi kerusakan pada membran sel, maka semipermeabilitas 

membran sel akan menurun, sehingga menyebabkan nutrisi dan enzim-enzim 

keluar dari sel (Hastuti et al., 2020). 
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Pemanfaatan supernatan bebas sel dapat digunakan sebagai anticendawan 

yang  dapat menekan pertumbuhan bakteri patogen penyebab penyakit busuk 

yang disebabkan oleh Ganoderma boninense terhadap tanaman kelapa sawit (Wi

diantini et al., 2018). Supernatan bakteri endofit tanaman Vitex pubescens Vahl. 

Memiliki kemampuan sitotoksiknya terhadap sel kanker HeLa (Anwar & Futra, 

2019). Pemanfaatan supernatan bebas sel juga dapat sebagai antibakteri 

dengan  menggunakan hasil supernatan darah mimi (Tachypleus gigas) sebagai 

pendeteksi bakteri kontaminan penghasil endotoksin pada produk perikanan 

(Romadhon et al., 2018). Supernatan bakteriosin Lactobacillus fermentum yang 

berasal dari dangke yaitu makanan khas Enrekang, Sulawesi Selatan terhadap 

bakteri patogen pada media whey dangke (Faridah et al., 2018). Selain itu, 

pemanfataan supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan untuk 

menghambat pertumbuhan bakteri penyebab  infeksi kulit (Kurniawan et al., 

2021). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

III.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2021 hingga Maret 2022 

pada Laboratorium Mikrobiologi Gedung Multifungsi Universitas Islam Negeri 

Ar- Raniry, Banda Aceh. Laboratorium Riset Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Syah Kuala dan Laboratorium FMIPA Universitas Syah Kuala. 

III.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

Jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada Tabel berikut ini: 

Tabel III.1 Tabel Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

 
No. 

 
Kegiatan 

Desember Januari Februari Maret 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

 

1 

Penyiapan Alat 

dan Bahan 

                

 

2 

Pengambilan 

Sampel 

                

 

3 

Isolasi 

Bakteri  

Endofit dan 

Pemurnian 

                

 

4 

Identifikasi 

Bakteri Endofit 

                

 

5 

Uji Aktivitas 

Antibakteri 

                

6 Analisis Data                 

 

III.3 Objek Penelitian  

Objek penelitian ini adalah daun pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) yang 

diperoleh dari Dinas Pertanian dan Perkebunan Aceh, Kota Banda Aceh. 
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III.4 Bakteri Uji 

Isolat bakteri uji yang akan digunakan pada penelitian ini adalah bakteri 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

yang diperoleh dari Laboratorium Fundament Kedokteran Hewan Universitas 

Syah Kuala, Banda Aceh. 

III.5 Alat dan Bahan Penelitian 

III.5.1 Alat 

Alat yang digunakan adalah Laminar Air Flow Cabinet (LAFC), 

sentrifuge, rotary shaker, vortex mixer, waterbath, hot plate dan magnetic stirrer, 

inkubator, autoklaf, neraca analitik, mikroskop, gunting bedah steril, pinset, 

cawan petri, bunsen, jarum ose, mikropipet, kaca benda, penjepit kaca benda, 

tabung reaksi, rak rabung reaksi, erlenmayer, gelas beker, gelas ukur, pipet tetes, 

jangka sorong, pematik, saringan mikro 0,22 µm, microtube, suntik, spidol dan 

kamera HP. 

III.5.2 Bahan 

Bahan yang digunakan meliputi daun pegagan (Centella asiatica) segar, 

media Nutrient Agar (NA), Media Nutrient Broth (NB), Media Mueller Hinton 

Agar (MHA), Media TSIA, Sulfida Indol Motility (SIM), Media Simon Citrat Agar 

(SCA), nistasin 30 µg, larutan standar Mc Farland 0,5, larutan NaCl steril, larutan 

hipoklorit, hydrogen peroxide, reagen kovacs, oxsidase strip, aquades steril, 

alkohol 70%, alkohol 96%, blank disk, tisu, sarung tangan, spritus, cutton swab 

steril, plastic wrap, plastik sampel, aluminium foil, kloramfenikol 30 µg, safarin, 

iodine, kristal violet, malachite green. 

III.6 Metode Penelitian  

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode kualitatif yaitu 

dengan melihat keberadaan bakteri endofit pada daun pegagan (Centella asiatica 

(L.) Urb.) dan menghitung zona hambat yang terbentuk dari aktivitas supernatan 

bakteri endofit terhadap bakteri patogen. 
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III.7 Prosedur Kerja  

III.7.1 Pengambilan Sampel Daun Pegagan  

Sampel daun pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) diperoleh dari Dinas 

Pertanian dan Perkebunan Aceh, Kota Banda Aceh. Sampel yang diambil berupa 

tanaman pegagan utuh sebanyak 20 gr, kemudian dimasukkan ke dalam plastik 

sampel untuk  selanjutnya dibawa ke laboratorium (Susilowati et al., 2018). 

III.7.2 Sterilisasi Permukaan  

Daun pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) yang masih segar dicuci di 

bawah air mengalir dan kemudian disterilisasi permukaannya di dalam Laminar 

Air Flow Cabinet (LAFC) (Yati et al, 2018). Sterilisasi dilakukan dengan cara 

direndam menggunakan alkohol 70% selama 1 menit. Kemudian direndam ke 

dalam larutan Larutan hipoklorit (NaOCl) selama 5 menit. Kemudian direndam 

kembali menggunakan alkohol 70% selama 1 menit. Setelah perendaman daun 

dibilas menggunakan aquades steril sebanyak 3 kali, kemudian sampel 

dikeringkan menggunakan tisu steril (Primanita et al., 2015). 

III.7.3 Isolasi Bakteri Endofit 

Isolasi bakteri endofit yang digunakan dari bagian tanaman pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) adalah bagian daun muda (Marsoali et al., 2019). 

Metode yang digunakan adalah metode direct culture (penanaman langsung). 

Daun pegagan yang telah dikeringkan menggunakan tisu kemudian dipotong 

menjadi ukuran 1 x 1 cm di dalam Laminar Air Flow Cabinet (LAFC) dengan 

menggunakan gunting bedah steril. Daun selanjutnya diinokulasikan pada media 

NA yang sudah ditambahkan dengan agen antijamur nistatin sebanyak 30 µg/ml. 

Setiap cawan petri berisikan 3 potong daun dengan posisi bagian permukaan daun 

diletakkan di atas media NA (Pratiwi, 2015; Huda et al.,2020). 
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III.7.4 Pemurnian Bakteri Endofit  

Media yang digunakan untuk pemurnian bakteri endofit yaitu media NA 

(Nutrien Agar) pemurnian isolat bakteri menggunakan metode cawan gores (streak 

plate) untuk mendapatkan koloni yang benar-benar terpisah dari koloni yang lain. 

Selanjutnya diambil sebanyak 1 ose bakteri endofit yang telah tumbuh pada daun 

pegagan (Centella asiatica) dan diinokulasikan ke media NA (Putri et al., 2018). 

Media yang berisikan bakteri endofit selanjutnya diinkubasi dalam inkubator pada 

suhu 37oC selama 24 jam (Anjum et al., 2015). 

III.7.5 Identifikasi Isolat Bakteri Endofit  

Karakterisasi morfologi bakteri endofit dilakukan secara makroskopis dan 

mikroskopis sebagai berikut: 

III.7.5.1 Identifikasi Bakteri Endofit Secara Makroskopis  

Identifikasi secara makroskopis dilakukan dengan melihat pertumbu-

han koloni yang tumbuh setelah menggunakan metode streak plate. 

Identifikasi dilakukan dengan cara mengamati bentuk koloni yang tumbuh di 

atas permukaan media agar seperti bentuk, ukuran, warna dan tepi koloni 

(Pratiwi, 2015). 

III.7.5.2 Identifikasi Bakteri Endofit Secara Mikroskopis  

a. Pewarnaan Gram 

Identifikasi bakteri endofit secara mikroskopis yaitu dengan pewarnaan 

Gram. Pewarnaan Gram dilakukan dengan meletakkan 1 ose isolat bakteri 

endofit di atas kaca benda. Kemudian diteteskan larutan kristal violet 

sebanyak 3 tetes selama 1 menit, setelah itu dicuci kaca benda 

menggunakan aquades. Selanjutnya ditetesi iodin dan didiamkan selama 1 

menit, kemudian dicuci dengan aquades. Setelah itu ditetesi dengan larutan 

alkohol 96% dan dibiarkan selama 15-30 detik. Kemudian dicuci dengan 

aquades dan dikeringkan dengan tisu. Selanjutnya ditetesi larutan safranin 

dan didiamkan selama 1 menit lalu dibilas kembali dengan aquades, 

dikeringkan dengan tisu. Selanjutnya diamati di bawah mikroskop dengan 
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pembesaran 100x (Hayati & Putri, 2015). 

b. Uji Endospora  

Uji endospora dilakukan dengan sterilisasi kaca benda menggunakan 

alkohol 70%. Setelah itu diteteskan aquades dan diletakkan 1 ose isolat 

bakteri secara merata, difiksasi di atas api bunsen. Selanjutnya ditetesi 

dengan pewarna melachit green di atas uap air mendidih selama 5 menit dan 

bilas menggunakan air mengalir dan dibiarkan sampai mengering. 

Selanjutnya ditetesi larutan safranin selama 1 menit, dicuci kembali dan 

dikeringkan, kemudian diamati di bawah mikroskop (Isnayanti, 2020). 

III.7.5.3 Uji Biokimia 

a. Uji Kebutuhan Oksigen  

Uji kebutuhan oksigen bertujuan untuk melihat bakteri tersebut termasuk 

ke dalam bakteri aerob atau anaerob. Pertama diambil satu isolat bakteri 

dengan jarum ose kemudian diinokulasi pada tabung reaksi 9 mL yang telah 

berisikan media Nutrien Agar semi solid lalu diinkubasi pada suhu 37 oC 

selama 24 jam (Panjaitan et al., 2020). Jika bakteri tumbuh di permukaan 

media maka bakteri tersebut adalah bakteri aerob obligat. Jika bakteri 

tumbuh di sekitar kolom tabung maka aerob aerotolerant. Jika bakteri 

tumbuh hanya di permukaan bawah dan tidak sampai sepanjang kolom 

tabung maka mikroaerofilik dan jika hanya tumbuh di dasar tabung maka 

anaerob obligat (Kurniasari & Putra, 2020). 

b. Uji Oksidase 

Uji oksidase bertujuan untuk melihat ada atau tidaknya enzim katalase 

pada bakteri. Pengujian ini dilakukan dengan cara diambil 1 isolat bakteri uji 

ke oidase strip. Hasil positif jika adanya perubahan warna biru pada kertas 

oxidase strip (Antriana, 2014). 

c. Uji Motilitas 

Uji motilitas bertujuan untuk mendeteksi motilitas (pergerakan) bakteri 

pada media Sulfida Indole Motility (SIM) yang telah diinkubasi pada suhu 

37oC selama 48 jam. Hasil uji motilitas dapat diketahui negatif (-) dengan 
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menunjukkan warna merah di sepanjang bekas tusukan saja sedangkan pada 

hasil positif (+) ditandai dengan di sekitar inokulasi terdapat bentukan warna 

merah yang menyebar. Hal ini dapat diartikan bahwa bakteri yang 

diinokulasikan memiliki flagel sehingga dapat melakukan pergerakan 

(Leboffe & Pierce, 2011). 

d. Uji Katalase 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui sifat bakteri dalam menghasilkan 

enzim katalase. Uji ini dilakukan dengan meletakkan isolat bakteri pada 

gelas objek menggunakan jarum ose sebanyak 1 ose, lalu ditetesi 1-2 tetes 

larutan hydrogen peroxide 3% (Sasmita et al., 2018). Isolat bakteri 

disuspensikan dengan jarum ose pada kaca benda kemudian diinkubasi 

selama 24 jam. Hasil yang positif menunjukkan adanya gelembung udara 

yang terbentuk (Cappucino & Sherman, 2014). 

e. Uji Urease 

Uji urease bertujuan untuk mengetahui bakteri yang dapat menghasilkan 

eksoenzim (enzim urease). Uji urease dilakukan dengan menggunakan 

media Cristensen’s Urea Agar. Isolat digoreskan pada media bagian lereng 

miring, ditutup menggunakan kapas dan aluminium foil pada tabung. 

Inkubasi dilakukan pada suhu 37oC selama 24-48 jam. Apabila media 

berubah warna menjadi merah magenta maka hasilnya positif (+) sedangkan 

apabila tidak terjadi perubahan warna pada media maka hasilnya negatif (-) 

(Wati, 2020). 

f. Uji Indol 

Uji indol bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat enzim 

tryptophanase pada bakteri tersbut sehingga mampu mengoksidasi asam 

amino tryptophan membentuk indol. Satu ose biakan bakteri diinokulasikan 

ke dalam media SIM agar dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC 

kemudian ditambahkan 0,2- 0,3 mL pereaksi indol ke dalam masing-masing 

tabung reaksi, dikocok dan  didiamkan selama beberapa menit. Warna 

merah pada permukaan dengan bentuk cincin menandakan reaksi indol 
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positif, reaksi indol negatif apabila terbentuknya warna jingga (Cappuccino 

& Sharman, 2014).  

g. Uji Simon Sitrat 

Uji simon sitrat bertujuan untuk mengetahui sumber karbon pada 

bakteri menggunakan media Simmons Citrate Agar (SCA) dengan cara 

menginokulasikan isolat bakteri uji dengan menggunakan jarum ose. 

Selanjutnya bakteri digoreskan pada media dan diinkubasi pada suhu 37oC 

selama 48 jam. Hasil uji dapat diketahui apabila negatif (-) maka bakteri 

tidak mengalami perubahan atau pertumbuhan apapun dan media tetap akan 

berwarna hijau. Apabila positif (+) maka bakteri tersebut mengalami 

pertumbuhan dan perubahan pada permukaan media dan media akan 

berubah warna hijau menjadi biru. Dengan begitu dapat diartikan salah satu 

sumber karbon bakteri menggunakan sitrat (Cappuccino & Sherman, 2014). 

h. Uji TSIA 

Uji Triple Sugar Ion Agar (TSIA) merupakan metode yang digunakan 

untuk melihat kemampuan mikroorganisme dalam memfermentasikan gula. 

Media TSIA mengandung 3 macam gugus gula yaitu glukosa, laktosa, dan 

sukrosa. Konsentrasi glukosa adalah 0,1%, konsentrasi laktosa dan sukrosa 

adalah 1%. Medium TSIA diinokulasikan dengan menusukkan ose sedalam 

¾ medium lalu diangkat dan digores secara zig-zag pada permukaan. 

Setelah itu diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang. Fermentasi 

karbohidrat ditunjukkan dengan perubahan warna media yang semula 

berwarna orange kemerahan menjadi kuning dengan sedikit asam. Terdapat 

juga indikator fenol merah, serta FeSO4 untuk memperlihatkan 

pembentukan H2S yang ditunjukkan dengan adanya endapat hitam 

(Cappuccino & Sherman, 2014). 
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III.7.6 Produksi Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit  

Isolat bakteri endofit daun pegagan (Centella asiatica) pada media NA 

diinokulasikan 1 ose ke dalam 30 ml media NB dan dishaker dengan kecepatan 120 

rpm selama 24 jam untuk dijadikan sebagai stok inokulum. Stok inokulum tersebut 

diencerkan dengan menggunakan NaCl 0,9% untuk disetarakan kekeruhan 

dengan standar Mc Farland 0,5% yaitu setara dengan pertumbuhan sel 108 

CFU/m.L kemudian diinokulasikan kedalam 270 ml media NB dishaker kembali 

selama 24 jam dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 37oC (Kartikasari & 

Purwestri, 2021). Selanjutnya setelah di shaker, sebanyak 10 ml bakteri endofit 

dipindahkan ke dalam tabung microtube untuk selanjutnya dilakukan sentrifugasi 

dengan kecepatan 13.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 ℃ sampai 

mendapatkan supernatan (Kurniawan et al., 2021). Supernatan yang diperoleh 

dari hasil sentrifugasi selanjutnya disaring menggunakan saringan mikro 

berdiameter 0,22 µm untuk memisahkan sel bakteri yang masih tertinggal pada 

supernatan. Supernatan yang diperoleh kemudian digunakan untuk uji aktivitas 

antibakteri (Purwaningsih & Wulandari, 2021). 

III.7.7 Penyiapan Bakteri Uji 

Isolat bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 diperoleh yang di peroleh dari Laboratorium Fakultas 

Kedokteran Hewan, Universitas Syiah Kuala dikultur kembali yang bertujuan 

untuk memperbanyak populasi bakteri yang diujikan. Bakteri uji digoreskan 

secara zig- zag pada media miring menggunakan ose steril. Kultur bakteri hasil 

perbanyakan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 C (Allo, 2016). 

III.7.8 Peremajaan Bakteri Uji 

Peremajaan bakteri uji dilakukan dengan memindahkan bakteri uji S. 

aureus dan P. aeruginosa ke media NA steril. Isolat bakteri digoreskan pada 

media NA dan dilakukan dalam LAF (Laminar Air Flow) untuk menghindari 

terjadinya kontaminasi. Hasil peremajaan bakteri kemudian diinkubasi pada suhu 

37C selama 24-48 jam (Oktavia dan Pujiyanto, 2018). 
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III.7.9 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Pembuatan suspensi bakteri uji dilakukan secara aseptis dengan cara 

diambil menggunakan jarum ose 1 koloni bakteri uji S. aureus ATCC 25923 dan 

P. aeruginosa ATCC 27853 pada media peremajaan dan disuspensikan ke dalam 

tabung berisi 5 mL larutan NaCl steril 0,9%. Kekeruhan yang telah diperoleh 

kemudian disetarakan dengan standar Mc Farland 0,5% yaitu setara dengan 

pertumbuhan 1.5 x 108 CFU/mL (Kurniawan et al., 2019). 

III.7.10 Kontrol Positif dan Negatif  

Kontrol postif (+) yang digunakan pada penelitian ini adalah antibiotik 

berspektrum luas yaitu kloramfenikol 30 µg sedangkan kontrol negatif (-) berupa 

aquades steril (Oktavia dan Pujiyanto, 2018). 

III.7.11 Uji Aktivitas Supernatan Bebas Sel  

Uji aktivitas antibakteri dilaukan menggunakan metode Kirby-Bauer, 

sebanyak 20 μL supernatan diinokulasikan menggunakan mikropipet dan tip 

diteteskan di atas paper disk steril berdiameter 6 mm. Kemudian kertas 

cakram diletakkan menggunakan penjepit untuk menghindari kontaminasi 

langsung ke atas media MHA. Selanjutnya diletakkan antibiotik kloramfenikol 

yang digunakan sebagai kontrol positif (+) dan cakram yang berisi aquades steril 

sebagai kontrol negatif (-). Yang telah ditumbuhi stok bakteri Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dan dibiarkan 

hingga mengeras. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC 

(Purwaningsih & Wulandari, 2021; Pratiwi, 2015). Setiap perlakuan diulang 

sebanyak tiga kali. Diameter zona hambat yang muncul di sekitar cakram uji 

diukur menggunakan jangka sorong (Wulansari et al., 2019). 
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III.7.12 Pengukuran Zona Hambat  

Pengukuran zona hambat bertujuan untuk mengukur zona bening yang 

terbentuk. Zona bening yang terbentuk diukur diameternya secara horizontal dan 

vertikal menggunakan jangka sorong dengan satuan mm. Diameter zona hambat 

dapat diukur menggunakan rumus: 

(𝐷𝑉 − 𝐷𝐶) +(𝐷𝐻− 𝐷𝐶) 

  2 

Pengukuran zona hambat dapat dilihat pada Gambar III.1: 

 

Gambar III.1. Pengukuran Diameter Zona Hambat 

 

 

Keterangan :  : Zona Hambat  

  DV : Diameter Vertikal 

  DH  : Diameter Horizontal 

  DC : Diameter Cakram 
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III.7.13 Kriteria Zona Hambat  

Kriteria zona hambat dapat dilihat pada Tabel 3.2 sebagai berikut: 

 

Tabel III.2 Klasifikasi Zona Hambatan Pertumbuhan (A’lana et al., 2017). 

 

III.8 Analisis Data  

Analisis data pada penelitian ini menggunakan metode deskriptif dan 

metode ekperimental. Data yang diperoleh merupakan data kualitatif dan 

kuantitatif. Untuk data kualitatif dilakukan secara deskriptif berdasarkan jumlah 

isolat dan karakteristik morfologi bakteri endofit, data kualitatif dianalisis 

berdasarkan hasil pengukuran zona hambat dari hasil uji aktivitas supernatan 

bakteri endofit daun pegagan (Centella asiatica) terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

 

 

 

Kekuatan Hambat Diameter Zona Hambat 

Lemah ≤ 5 mm 

Sedang 5-10 mm 

Kuat 10-20 mm 

Sangat Kuat ≥ 20 mm 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

IV.1 Hasil Penelitian  

IV.1.1 Karakteristik Bakteri Endofit Daun Pegagan (Centella asiatica (L.) 

Urb.) 

Bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari daun pegagan (Centella 

asiatica (L.) Urb.) yang diperoleh dari Dinas Pertanian dan Perkebunan Aceh, Kota 

Banda Aceh didapatkan 9 isolat. Berdasarkan ciri morfologi ke 9 isolat tersebut 

menunjukkan karakter yang berbeda antara satu isolat dengan isolat yang lainnya. 

Tabel IV.1 Hasil Identifikasi Bakteri Endofit Daun Pegagan (Centella 

asiatica (L.) Urb.) secara Makroskopis 

Hasil identifikasi bakteri endofit dapat dilihat pada Tabel berikut: 

No. 
Kode 

Isolat 

 Morfologi Koloni  

Bentuk Tepian Elevasi Warna 

1 EC 1 
Tidak 

beraturan 
Bergelombang Rata Krem 

2 EC 2 Bulat Rata Cembung Krem 

3 EC 3 Seperti akar 
Berbenang- 

Benang 
Rata Krem 

4 EC 4 Bulat Rata Cembung Krem 

5 EC 5 Bulat Rata Rata 
Putih 

transparan 

6 EC 6 
Tidak 

beraturan 
Rata Rata Krem 

7 EC 7 
Berbenang- 

benang 
Berbenang- 

Benang 
Cembung Krem 

8 EC 8 Bulat Rata Cembung 
Putih 

transparan 

9 EC 9 Bulat Rata Cembung Krem 

Keterangan EC: Endofit Centella 
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EC 4 EC 5 

EC 7 EC 8 

EC 1 EC 2 EC 3 

EC 6 

 

 
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan EC: Endofit Centella 

 

Gambar IV.1 Isolasi Bakteri Endofit Daun Pegagan (Centella asiatica). 
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Tabel IV.2 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Endofit Daun Pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) secara Mikroskopis 

Hasil uji pewarnaan Gram dilihat pada Tabel berikut: 

No. Kode  

Isolat 
Pewarnaan Gram 

 Bentuk Gram 

1 EC 1  Basil Positif 

2 EC 2  Basil Positf 

3 EC 3  Basil Positif 

4 EC 4  Basil Positif 

5 EC 5  Basil Negatif 

6 EC 6  Basil Positif 

7 EC 7  Basil Positif 

8 EC 8  Kokus Positif 

9 EC 9  Basil Positif 

Keterangan EC: Endofit Centella 

Gambar IV.2 Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Endofit. a) Gram Positif Basil, b) 
Gram Negatif Basil dan c) Gram Positif Kokus 

Berdasarkan uji endospora dapat diketahui bahwa isolat yang telah 

dilakukan pewarnaan endospora menunjukkan isolat positif endospora yang 

ditandai dengan perubahan warna pada bakteri menjadi warna biru, sedangkan 

bakteri negatif endospora yang ditandai dengan perubahan pada bakteri menjadi 

warna merah. 

 
 

 

 

 

 

 

Gambar IV.3 Hasil Uji Endospora a) Endospora Positif dan b) Endospora Negatif 
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Tabel IV.3 Hasil Uji Biokimia Bakteri Endofit 

Uji biokimia yang dilakukan yaitu uji TSIA, uji urease, uji motilitas, uji indol, uji simon sitrat, uji katalase, uji kebutuhan 

oksigen, uji oxidase serta uji endospora. Hasil uji biokimia dapat dilihat pada Tabel berikut: 

No Kode 

Isolat 

TSIA Urease Motilita 

s 

Indol SCA Katalas 

e 

Kebutuha 

n Oksigen 

Oxidase Genus Endospora 

1 EC 1 K/A + + - + + Aob + Bacillus sp. 1 + 

2 EC 2 K/K + + - + + AF + Bacillus sp. 2 + 

3 EC 3 A/A + + - + + Aob + Bacillus sp. 3 + 

4 EC 4 A/A + + - + + Aob + Bacillus sp. 1 + 

5 EC 5 A/A + + - + + Aob + Pseudomonas sp. - 

6 EC 6 K/A + + - + + Aob + Bacillus sp. 1 + 

7 EC 7 A/A + + - + + Aob + Bacillus sp. 1 + 

8 EC 8 A/A + - - + + AF + Staphylococcus sp. TD 

9 EC 9 A/A + + - - + AF + Bacillus sp. 4 + 

Keterangan EC : Endofit Centella 

(+) : Positif 

(-) : Negatif 

K/A : Kalis/Acid 

K/K : Kalis/Kalis 

A/K : Acid/Kalis 

AOb : Aerob obligat 

AF : Anaerob Fakultatif 

TD : Tidak Diuji 
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IV.1.2 Uji Aktivitas Supernatan Bakteri Endofit Daun Pegagan (Centella 

asiatica (L.) Urb.) terhadap Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 

25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Pengujian aktivitas penghambatan bakteri endofit menggunakan 

supernatan terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dapat dilihat pada Tabel IV.4 dan Tabel 

IV.5. 

Tabel IV.4 Aktivitas Zona Hambat Supernatan Bakteri Endofit Daun 

Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) terhadap Bakteri 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Uji aktivitas zona haambat supernatan bakteri endofit dapat dilihat 

pada Tabel berikut: 

No. Kode 

Isolat 

Diameter Zona Hambat Rata-Rata 

(mm) 

Kriteria Zona 

Hambat 
Pengulangan 

1 2 3 

1 EC 1 3,63 1,86 2,14 2,54 Lemah 

2 EC 2 5,87 5,85 2,16 4,62 Lemah 

3 EC 3 6,52 5,8 5,46 5,92 Sedang 

4 EC 4 2,17 4,47 2,04 2,89 Lemah 

5 EC 5 5,30 5,37 5 5,22 Sedang 

6 EC 6 2,89 2,12 4,43 3,14 Lemah 

7 EC 7 6,62 5,05 4,73 5,46 Sedang 

8 EC 8 5,49 6,33 4,16 5,32 Sedang 

9 EC 9 2,91 1,87 0,63 1,8 Lemah 

10 Kontrol 
(+) 

20,25 18,67 20,5 19,80 Kuat 

11 Kontrol (-) 0 0 0 0 Tidak ada 

Keterangan EC: Endofit Centella 
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Tabel IV.5 Aktivitas Zona Hambat Supernatan Bakteri Endofit Daun Pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) terhadap Bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 

Uji aktivitas zona hambat supernatan bakteri endofit dapat dilihat pada  

Tabel berikut: 

No. Kode 

Isolat 

Diameter Zona Hambat Rata-Rata 

(mm) 

Kriteria Zona 

Hambat 
Pengulangan 

1 2 3 

1 EC 1 2,00 3,45 2,51 2,65 Lemah 

2 EC 2 4,98 4,91 2,04 3,97 Lemah 

3 EC 3 5,3 4,26 2,04 4, 61 Lemah 

4 EC 4 4,14 4,44 3,98 4,19 Lemah 

5 EC 5 3,38 3,62 4,27 3,751 Lemah 

6 EC 6 3,44 6,76 3,60 2,31 Lemah 

7 EC 7 3,81 4,83 3,72 4,12 Lemah 

8 EC 8 4,92 2,14 4,65 3,9 Lemah 

9 EC 9 2,26 4,2 2,34 2,93 Lemah 

10 Kontrol 
(+) 

8, 57 7, 74 8, 3 8, 2 Sedang 

11 Kontrol (-) 0 0 0 0 Tidak ada 

Keterangan EC: Endofit Centella 
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Hasil uji aktivitas supernatan bakteri endofit daun pegagan (Centella 

asiatica (L.) Urb.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dapat dilihat pada Gambar IV.4 

 

Gambar IV.4 Hasil Uji Aktivitas Supernatan Bakteri Endofit Daun Pegagan Pada 

Bakteri Uji a) Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

 

IV.2 Pembahasan  

IV.2.1 Karakteristik Bakteri Endofit Daun Pegagan (Centella asiatica (L.) 

Urb.) 

Berdasarkan hasil penelitian, didapatkan sembilan isolat bakteri endofit 

yang diisolasi dari daun pegagan (Centella asiatica) memiliki karakteristik yang 

berbeda-beda, bentuk tidak beraturan, bulat, seperti akar dan berbenang-benang. 

Tepian bergelombang, rata dan berbenang-benang. Elevasi rata dan cembung. 

Warna krem dan putih transparan, dapat dilihat pada Tabel IV.1. Hasil uji 

karakteristik bakteri endofit dengan metode pewarnaan Gram, diperoleh sembilan 

isolat termasuk kedalam kelompok Gram positif dan Gram negatif, berbentuk basil 

dan kokus. Berdasarkan penelitian Astari et al., (2021) didapatkan sebanyak 12 

isolat bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman kunyit (Curcuma longa L.) 

merupakan bakteri Gram negatif dan 5 isolat bakteri Gram positif berbentuk basil 

dan kokus. Sedangkan pada penelitian Huda (2020) berhasil menemukan 3 isolat 

bakteri Gram positif berbentuk basil. 

Selanjutnya dilakukan uji biokimia yang terdiri dari uji TSIA, uji urease, uji 

motilitas, uji indol, uji kebutuhan oksigen, uji katalase dan uji oksidase yang dapat 

Supernatan 

K + K - 

Supernatan 

K + K - 
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dilihat pada Tabel IV.3. Berdasarkan uji TSIA didapatkan hanya beberapa isolat 

mampu memfermentasi glukosa, sebagian mampu menghasilkan glukosa, laktosa 

dan sukrosa, adapun isolat yang tidak mampu memfermentasikan apapun. Hal ini 

telah dibuktikan oleh penelitian Wati (2018) menyatakan bahwa bakteri endofit 

yang berhasil diisolasi pada tangkai daun tanaman tojang (Colocasia escuenta) 

menunjukkan 3 isolat terjadi perubahan warna permukaan dasar menjadi kuning 

yang mampu  memfermentasikan glukosa, sukrosa dan laktosa. 

Uji urease bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri mengubah urea 

menjadi amoniak, hasil positif ditunjukkan dengan adanya perubahan warna media 

dari kuning menjadi merah muda (Prihanto et al., 2018). Berdasarkan pengujian 

urease, di dapatkan hasil positif berupa semua isolat menunjukkan perubahan 

warna pada media. Hal ini telah dibuktikan oleh penelitian Yanti et al., (2021) 

menyatakan bahwa bakteri endofit yang berhasil diisolasi pada akar napas 

tumbuhan A. mariana diperoleh 7 isolat menunjukkan hasil positif pada uji urease.  

Berdasarkan hasil pengujian motilitas pada isolat menunjukkan 8 isolat 

positif dan 1 isolat negatif. Pengujian motilitas bertujuan untuk mengetahui 

kemampuan bakteri tersebut mampu melakukan pergerakan maupun tidak, hal ini 

telah  dibuktikan oleh penelitian Kurniasih (2021) menyatakan bahwa 10 isolat 

bakteri endofit pada bagian daun tanaman nampu (Homalomena javanica 

V.A.V.R.) menunjukkan uji motilitas positif, sedangkan 10 isolat bakteri endofit 

pada bagian batang tanaman nampu (Homalomena javanica V.A.V.R.) 

menunjukkan uji motilitas negatif. Menurut Tumangger (2018) hampir semua sel 

bakteri berbentuk spiral dan basil bersifat motil (bergerak), sedangkan sel bakteri 

yang berbentuk kokus bersifat non-motil (tidak bisa bergerak). 

Uji indol digunakan untuk mengetahui adanya enzim triptofenase pada 

bakteri yang mampu menghidrolisis asam amino triptofan menjadi indol, asam 

piruvat dan amino (Rahayu dan Gumilar, 2017). Pengujian yang telah dilakukan 

terhadap sembilan isolat bakteri endofit daun pegagan menunjukkan hasil negatif. 

Hal ini telah dibuktikan oleh penelitian Husai et al., (2022) menyatakan bahwa 4 

isolat bakteri endofit daun gedi (Abelmoschus manihot L.) menunjukkan bahwa 

pada pengujian indol tidak terbentuk cincin merah pada permukaan atas sehingga 

di dapatkan uji indol negatif. 
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Berdasarkan hasil pengujian kebutuhan oksigen isolat bakteri endofit 

termasuk kedalam bakteri aerob obligat, sedangkan isolat lainnya termasuk 

kedalam bakteri anaerob fakultatif. Hal ini telah dibuktikan oleh penelitian 

Mahyarudin et al., (2021) menyatakan 4 isolat bakteri endofit daun cengkodok 

(Melastoma malabathricum L.) menunjukkan bakteri tersebut termasuk bakteri 

anaerob fakultatif. Sedangkan pada penelitian Astri et al., (2021) isolat bakteri 

endofit pada tanaman kunyit (Curcuma longa L.) tersebut termasuk bakteri aerob 

obligat. 

Uji katalase bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 

menguraikan hidrogen peroksida dengan menghasilkan enzim katalase, hasil positif 

akan menunjukkan adanya gelembung udara (Rahayu dan Gumilar, 2017). 

Berdasarkan hasil pengamatan uji katalase pada isolat bakteri endofit daun pegagan  

diperoleh semua isolat setelah ditetesi larutan H2O2 (Hidrogen peroksida) 

terbentuk gelembung udara yang menandakan isolat bakteri bersifat positif yang 

mampu menghasilkan enzim katalase. Hal ini telah dibuktikan oleh penelitian 

Tumangger (2018) menyatakan bahwa bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari 

3 isolat pada batang dan 1 isolat pada daun tanaman buas- buas (Premna pubescens 

Blume) bersifat positif dan menghasilkan gelembung udara. 

Pengujian biokimia simon sitrat bertujuan untuk mengetahui kemampuan 

bakteri dalam menggunakan sitrat sebagai sumber karbon ( Hala et al., 2021). Hasil 

uji biokimia  simon sitrat yang didapatkan berupa 8 isolat positif dan 1 isolat  

lainnya negatif. Hal ini telah dibuktikan oleh penelitian Fani et al., (2021) 

menyatakan 7 isolat bakteri endofit tanaman akar napas (Avicennia marina (Forsk.) 

Vierh) menunjukkan hasil simon sitrat positif, sedangkan pada penelitian Silalahi 

et al., (2020) menyatakan bahwa uji simon sitrat terhadap 2 isolat bakteri endofit 

daun dan batang tanaman jeruk siam (Citrus nobilis var. microcarpa) menunjukkan 

negatif. 

Uji oksidase terhadap isolat bakteri endofit daun pegagan menunjukkan 

hasil positif yang ditandai dengan berubahnya kertas oksidase putih menjadi warna 

ungu. Hal ini menunjukkan bahwa kemampuan bakteri endofit tesebut mampu 

menghasilkan enzim oksidase (Panjaitan et al., 2020). Penelitian ini juga telah 



 

38 
 

dilakukan oleh Baraga et al., (2022) menyatakan bahwa isolat bakteri endofit 

tanaman kunyit (Curcuma longa L.) terhadap uji oksidase menunjukkan hasil 

positif. 

Tabel identifikasi dapat dilihat sebagai berikut: 

Tabel IV.6 Tabel Identifikasi Genus Bakteri Endofit 

Karakteristik Bacillus sp. Pseudomonas sp. Staphylococcus sp. 

Bentuk sel Basil Basil Kokus 

Gram + - Positif 

Pewarnaan 
Endospora 

+ - TD 

Glukosa + + + 

Laktosa - - + 

Sukrosa + + + 

Urease +/- +/- + 

Motilitas +/- + +/- 

Indol +/- - - 

SCA +/- + +/- 

Katalase + + +/- 

Oksidase + - - 

Kebutuhan 
Oksigen 

Aerob Aerob Anaerob fakultatif 

 Baraga et al., 

2022 

Silalahi et 

al.,2020 

Kurniawan, 2021 

Aji dan Lestari, 

2020 

Bergey’s, 1957 

Astari et al., 2021 

Aji dan Lestari, 

2020 

Bergey’s 1957 

Fani et al., 2022 

Yanti et al., 2021 

Bergey’s, 1957 

Keterangan (+) : Positif 
 (-) : Negatif 
 TD : Tidak Diuji 

 

Berdasarkan pengamatan morfologi dan uji biokimia yang telah dilakukan, 

selanjutnya dilakukan identifikasi dengan menggunakan buku Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology dan beberapa literatur lainnya. Setelah dilakukan 

identifikasi diperoleh 3 genus bakteri endofit hasil isolasi dari daun pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) isolat bakteri endofit menunjukkan kemiripan dengan 

genus Bacillus sp. pada isolat EC 1, EC 2, EC 3, EC 4, EC 6 EC 7 dan EC 9. Genus 
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Stapylococcus sp. pada isolat EC 8 dan genus Pseudomonas sp. pada isolat EC 5.  

Sama halnya dengan penelitian yang telah dilakukan Purwestri et al., (2016) 

menyatakan bahwa bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari tanaman purwoceng 

(Pimpinella pruatjan Molkend) yang berasal dari satu famili Apiaceae dengan 

tanaman pegagan (Centella asiatica) memiliki kemiripan dengan genus Bacillus sp. 

Sedangkan pada penelitian Aji dan Lestari (2020) berhasil mengidentifikasi bakteri 

endofit tanaman jeruk nipis (Citrus aurantifolia) berasal dari genus Enterobacter 

sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., dan Bacillus sp. 

Berdasarkan hasil pengamatan, genus Pseudomonas sp. bentuk koloni 

bulat, tepian rata, elevasi rata dan berwara putih transparan, sel bakteri berbentuk 

basil (batang) dan bersifat Gram negatif. Berdasarkan penelitian Astari et al., 

(2021) menyatakan bahwa bakteri endofit tanaman kunyit (Curcuma longa L.) 

memiliki kesamaan dengan genus Pseudomonas sp. Adapun penelitian 

Adityawarman et al., (2019) juga berhasil menemukan genus Pseudomonas yang 

berasal dari tanaman pegagan (Centella asiatica). Beberapa spesies Pseudomonas 

dapat menghasilkan senyawa yang berpotensi sebagai antibakteri (Singh et al., 

2017). 

Genus Staphylococcus sp. memiliki bentuk koloni bulat, tepian rata, elevasi 

cembung dan berwarna putih transparan. Sel bakteri berbentuk kokus (bulat) dan 

bersifat Gram positif. Berdasarkan penelitian Yanti et al., (2021) menyatakan 

bahwa adanya kemiripan dengan genus Staphylococcus yang diisolasi dari tanaman 

akar napas (Avicennia marina). Staphylococcus lainnya juga dapat ditemukan pada 

beberapa tanaman sebagai berikut tanaman anggur, kedelai, keladi, tomat, bambu 

dan lain-lain (Aji et al, 2020). 

Sedangkan genus Bacillus sp. merupakan bakteri berbentuk batang (basil) 

dan tergolong kedalam bakteri Gram positif dan membutuhkan oksigen pada media 

pertumbuhannya. Endospora hanya terdapat pada bakteri yang tubuhnya 

berdinding tebal dan sangat resisten, dihasilkan oleh semua spesies Bacillus sp., 

Clostridium sp., dan Sporosarcina sp. (Fifendy et al., 2017). Endospora berguna 

untuk menjadikan bakteri mampu bertahan pada suhu ekstrim, kekeringan, sinar 

UV dan larutan asam basa kuat. Endospora dapat rusak pada suhu 121oC, akan 

tetapi terdapat beberapa bakteri yang dapat menghasilkan endospora yang tahan 
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dengan pemanasan 150oC (Palombo, 2020). 

Berdasarkan perbedaan morfologi tersebut dapat diketahui bahwa terdapat 

lebih dari satu macam bakteri yang berada pada satu jaringan tanaman. Keragaman 

bakteri endofit juga dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan dan jaringan 

tumbuhan (Radityo, 2019). Bakteri endofit yang berada pada jaringan tumbuhan 

berasal dari lingkungan luar dan dapat masuk kedalam jaringan tanaman melalui 

beberapa cara, yaitu melalui stomata, lentisel, celah atau luka pada tanaman, 

selanjutnya bakteri endofit berkoloni dan menyebar keseluruh bagian  jaringan 

tanaman lainnya seperti daun, batang, bunga dan biji melalui pembuluh xilem 

(Putri, 2018). 

Bakteri endofit berperan penting dalam membantu membatasi jumlah 

serapan air oleh rambut akar didalam tanah untuk masuk ke organ lain pada tanaman 

sehingga mampu membatasi pemasokan air pada saat musim hujan terjadi sehingga 

tidak terjadinya pengenangan air (Nuruwe et al., 2020). Bagi tanaman, bakteri 

endofit berperan sangat penting dalam menjaga kesehatan tanaman. Keberadaan 

bakteri endofit didalam jaringan tanaman diketahui dapat memicu pertumbuhan 

tanaman yang berperan sebagai agen pengendali hayati dengan cara meningkatkan 

pertumbuhan tanaman, menyediakan nutrisi hormon dan menginduksi ketahanan 

tanaman tersebut (Sianipar, 2018). 

IV.2.2 Uji Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun Pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) Dalam Menghambat Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Pseudomonas aeruginosa 

Pengujian aktivitas antibakteri supernatan isolat bakteri tanaman pegagan 

(Centella asiatica) dilakukan untuk mengetahui kemampuan senyawa metabolit 

sekunder dari hasil bakteri endofit, senyawa inilah yang berperan dalam 

membentuk zona hambat (Kurniawan et al., 2021). Pengujian antibakteri 

supernatan isolat bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan teknik difusi agar 

menggunakan disk cakram, bertujuan untuk mengetahui kekuatan penghambatan 

supernatan metabolit sekunder bakteri endofit dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri patogen (Aqlinia et al., 2020). 

Berdasarkan hasil penelitian dapat diketahui bahwa supernatan isolat 
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bakteri dari tanaman pegagan mampu menghambat pertumbuhan bakteri patogen 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar disk cakram. Diameter zona 

hambat terbesar pada isolat EC 2 terhadap bakteri S. aureus ATCC 25923 sebesar 

6, 93 mm kategori sedang, dan zona hambat terbesar pada isolat EC 3 terhadap 

bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 sebesar 4, 61 mm termasuk kategori yang 

lemah. Sedangkan diameter zona hambat antibiotik kloramfenikol 30 µg terhadap 

bakteri S. aureus ATCC 25923 isolat EC 2 memiliki zona hambat sebesar 26, 47 

mm dengan kategori sangat kuat dan diameter zona hambat antibiotik 

kloramfenikol 30 µg terhadap bakteri P. aeruginosa ATCC 27853 isolat EC 6 

memiliki zona hambat sebesar 8, 20 mm kategori sedang. 

Berdasarkan penelitian Farikhah (2021) menunjukkan adanya aktivitas 

antibakteri supernatan isolat bakteri endofit tanaman yodium (Jatropha multifida 

L.) terhadap bakteri S. aureus dan P. aeruginosa terbesar dengan kategori sedang 

sebesar 8.87mm terhadap bakteri S. aureus dan kategori sedang sebesar 5,52mm 

terhadap bakteri P. aeruginosa. Sedangkan pada penelitian Aryani et al., (2020) 

menunjukkan adanya aktivitas antibakteri supernatan isolat bakteri endofit tanaman 

alang-alang terhadap S. aureus dan Eshchericia coli dengan zona hambat terbesar 

5.8 mm terhadap bakteri S. aureus dengan kategori lemah dan zona hambat terbesar 

4.8 mm dengan kategori lemah terhadap bakteri Escherichia coli. Hal tersebut sesuai 

dengan penelitian A'lana et al., (2017) yang menyatakan bahwa kekuatan daya 

hambat bakteri dikategorikan atas besarnya zona hambat. Kategori lemah (< 5 

mm), sedang (5-10 mm), kuat (10-20 mm), dan sangat kuat (> 20 mm). 

Berdasarkan hasil pengujian aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit 

didapatkan hasil dengan kategori sedang. Penelitian sebelumnya telah dilakukan 

oleh Isnayanti (2020) mengenai aktivitas bakteri endofit tanaman lelak (uvaria rufa 

Blume) menghasilkan kategori lemah dengan diameter zona hambat yang terbentuk 

<5 terhadap bakteri Eschericia coli. Sedangkan pada penelitian Kandio (2021) 

mengenai aktivitas bakteri simbion endofit spons Stylissa sp. menunjukkan zona 

hambat terbesar terhadap bakteri patogen E. coli kategori sedang sebesar 7,26 mm 

dan terhadap bakteri S. aureus kategori sedang sebesar 10,26 mm. Hal ini 

membuktikan bahwa aktivitas supernatan bebas sel lebih efektif digunakan sebagai 
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antibakteri. 

Penghambatan pertumbuhan bakteri patogen menggunakan bakteri endofit 

menghasilkan zona hambat dikarenakan adanya suatu senyawa yang bersifat 

sebagai antibakteri. Senyawa antibakteri dapat menghambat pertumbuhan hingga 

mampu menyebabkan kematian pada bakteri. Hal tersebut dapat terjadi karena 

senyawa tersebut mampu menghambat sintesis protein dan metabolisme sel 

(Oktavia & Pujiyanto, 2018). Terbentuknya zona hambat karena bakteri mampu 

menggunakan senyawa metabolit sekunder lebih banyak dan lebih optimal, 

metabolit sekunder dapat dihasilkan pada saat kondisi lingkungan kurang 

mendukung sebagai tempat pertumbuhan bakteri, sehingga bakteri mengeluarkan 

senyawa bioaktif berupa zat antibakteri untuk dapat bertahan hidup. Tinggi atau 

rendahnya zona hambat yang terbentuk tergantung pada kemampuan bakteri dalam 

menghasilkan senyawa antibakteri (Iqlima et al., 2017). 

Senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada daun pegagan adalah 

flavonoid, alkaloid, tanin dan saponin (Susetyarini & Nurrohmman, 2022). 

Flavonoid merupakan metabolit sekunder yang paling beragam dan tersebar luas. 

Flavonoid turunan senyawa fenol yang terdapat pada hamper semua tanaman 

(Romadhon et al., 2018). Mekanisme penghambatan senyawa antibakteri yaitu 

dapat menyebabkan kerusakan pada sel bakteri, menghambat proses sintesis 

dinding sel, sehingga sel menjadi lisis, menyebabkan kerusakan pada membran sel 

dan menghentikan kerja enzim yang berperan dalam metabolisme seluler (Silvia, 

2018). Apabila terjadi kerusakan pada membran sel, maka semipermeabilitas 

membran sel akan menurun, sehingga menyebabkan nutrisi dan enzim-enzim 

keluar dari sel (Hastuti et al., 2020). Berdasarkan penelitian Wulansari et al., (2019) 

menyatakan bahwa sensitifitas bakteri uji dihambat oleh bakteri endofit lebih 

sensitif terhadap bakteri Gram positif dibandingkan dengan Gram negatif. 

Hal ini dikarenakan adanya perbedaan struktur susunan dinding sel bakteri 

dalam mempertahankan diri dari senyawa antibakteri supernatan bakteri endofit. 

Senyawa antibakteri dari isolat bakteri endofit tanaman bangle adalah senyawa 

antibakteri yang mampu merusak dinding sel sehingga menghilangkan 

permiabilitas dinding sel pada bakteri S. epidermidis dibandingakan pada bakteri 

P. aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki membran luar lebih 
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kompleks (Chevalier, 2017). Lemahnya zona hambat supernatan bakteri endofit 

daun pegagan dikarenakan metabolit sekunder dari supernatan yang belum murni 

dan masih tercampur dari berbagai senyawa yang terdapat pada media produksi 

(Aqlinia et al., 2020). Tidak menggunakan penambahan pelarut etil asetat untuk 

memisahkan supernatan dan biomassa sel bakteri endofit. 

Keberadaan genus Bacillus yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri 

patogen memungkinkan genus Bacillus dapat menghasilkan enterotoksin yang 

berbahaya terhadap bakteri patogen (Zulkifli, 2018). Perbedaan pertumbuhan 

bakteri dapat disebabkan oleh kemampuan bakteri yang berbeda-beda dan 

bergantung pada media pertumbuhan, pH, suhu, kemampuan bertahan hidup, waktu 

inkubasi, kandungan enzim, kandungan metabolit sekunder serta nutrisi yang ada 

(Wulansari et al., 2019).  Hal ini berdasar pada penelitian Iqlima (2017) 

menyatakan bahwa faktor pertumbuhan suatu bakteri tergantung pada pH dan suhu, 

dimana suhu optimum yang baik terhadap pertumbuhan bakteri yaitu 37oC. 
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BAB V 

PENUTUP 

V.1 Kesimpulan  

1. Karakteristik 9 isolat bakteri endofit daun pegagan (Centella asiatica 

(L.) Urb.) memiliki kesamaan karakter dengan genus Staphylococcus 

sp. (EC 8), Bacillus sp. (EC1, EC 2, EC 3, EC 4, EC 6, EC 7 dan EC 

9), dan Pseudomonas sp. (EC 5). 

2. Uji daya hambat supernatan bebas sel bakteri endofit daun pegagan 

(Centella asiatica (L.) Urb.) dalam menghambat bakteri uji S.aureus 

kategori sedang (5, 92) mm), sedangkan dalam menghambat bakteri 

uji P.aeruginosa kategori lemah (4,61 mm). 

V.2 Saran  

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai uji molekuler untuk 

mengetahui spesies yang didapat dari bakteri endofit daun pegagan 

(Centella  asiatica (L.) Urb.). 

2. Perlu dilakukannya optimasi pertumbuhan bakteri endofit daun 

pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.). 

3. Perlu dilakukannya penyetaraan volume suspensi bakteri endofit dan 

besarnya antibiotik yang digunakan. 

4. Perlu dilakukannya uji skrining fitokimia bakteri endofit dan 

supernatan bakteri endofit daun pegagan (Centella asiatica (L.) 

Urb.). 
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Karakteristik Morfologi Makroskopis 

dan Mikroskopi Bakteri Endofit Daun 

Pegagan (Centella asitica) 

Sentrifugasi dan Penyaringan 

Supernatan Bebas Sel Bakteri 

Endofit Daun Pegagan (Centella 

asiatica) 

Produksi Metabolit Sekunder Bakteri 

Endofit Daun Pegagan (Centella 

asitica) 

Identifikasi Bakteri Endofit 

Daun Pegagan (Centella asitica)  

Uji Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun 

Pegagan (Centella asitica) Terhadap Bakteri Uji 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

Pengukuran Zona Hambat 

Isolasi Bakteri Endofit Daun 

Pegagan  (Centella asitica) 

LAMPIRAN-LAMPIRAN 

 

Lampiran 1 Alur Penelitian  

 

 
 

 

 

 

 

\ 

 
 

 
 
 

 

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peremajaan Bakteri Uji 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 dan Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 dan Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 
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Uji TSIA 

Lampiran 2 Dokumentasi Penelitian  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun Pegagan Segar 

(Centella asiatica)) 
 

Pemurnian Bakteri 

Endofit Daun Pegagan 

(Centella asiatica) 

Sterilisasi Permukaan 

Daun dan Isolasi Bakteri 

Endofit Daun Pegagan 
(Centella asiatica) 

 

Isolat Bakteri 

Staphylococcu saureus 

ATCC 25923 
 

Isolat Bakteri 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC  

2785327853 
 

Peremajaan Bakteri 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

27853 

 

Peremajaan Bakteri 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 

27853 
 

Uji Kebutuhan Oksigen 
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Uji Urease Uji Indol dan Motilitas Uji Katalase 

Uji Oksidase 
Produksi Metabolit 

Sekunder 
Penyiapan Supernatan 

Proses Sentrifugasi Supernatan Bebas Sel  Penyaringan Supernatan 
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Pengukuran Zona 

Hambat 
Uji Aktivitas 

Supernatan Bebas Sel 
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Lampiran 3 Rumus Pengulangan Uji Aktivitas  

 

Rumus Pengulangan Uji Aktivitas 

Pengulangan menggunakan rumus Federer, sebagai berikut: (t-1) (r-1) ≥ 15 

(9-1) (r-1) ≥ 15 

 
8 (r-1) ≥ 15 

 
8r – 8 ≥ 15 

 
8r ≥ 15 + 8 

 
8r ≥ 23 

 
R = 2,87 (3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

63 
 

Lampiran 4 Surat Keterangan Pembimbing Skripsi  
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Lampiran 5 Surat Penelitian  
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Lampiran 6 Surat Keterangan Bebas Laboratorium 
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Lampiran 7 Surat Determinasi  
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Lampiran 8 Biaya Penelitian 

 

  

Pemakaian Alat dan Bahan Selama Penelitian 

 

No. Alat dan Bahan Harga 

1 Media NA (49,46 gr) 247.300 

2 Media TSIA (8,6 gr) 43.000 

3 Media SIM (6,03) 30.150 

4  Media Urea Base Agar (2,94 gr) 17.640 

5 Media SCA (2,43 gr) 13.365 

6 Media MHA (45,6 gr) 250.000 

7 Media NB (3,51 gr) 17.550 

8 Media TSA (8 gr) 48.000 

9 Kristal violet (3ml) 6.000 

10 Safranin (6 ml) 12.000 

11 Iodin (3 ml) 9.000 

12 Malachite green (3ml) 9.000 

13 Kloramfenikol (56 disc) 168.000 

12 Blank disc (2 strip + 10 disc) 330.000 

13 Reagen covack (2 ml) 26.000 

14 Alkohol 96% (2ml) 1.000 

15 H202 (2ml) 3000 

16  Oxidase strip (3lembar) 174.000 

17 Shaker  15.000 

18 Tube sentrifuge 50.000 

19 sentrifuge 150.000 

20 Cutton swab steril  10.000 

21 Isolat S. aureus  300.000 

22 Isolat P. aeruginosa 400.000 

 Total 2.330.005 
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