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ABSTRAK 

 

Nama   : Rizkina Zurriani ZN 

NIM   : 170703008 

Program Studi  : Biologi Fakultas Sains dan Teknologi (FST) 

Judul : Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun  

    Kemangi (Ocimum basillicum L.) dalam Menghambat  

   Streptococcus mutans dan Pseudomonas aeruginosa 

Tanggal Sidang : 19 - Juli - 2022 

Jumlah Halaman : 79 

Pembimbing I : Diannita Harahap, M.Si 

Pembimbing II : Syafrina Sari Lubis, M.Si 

Kata Kunci : Kemangi, Bakteri Endofit, Streptococcus mutans ATCC  

  25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Supernatan Bebas Sel  

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup di dalam jaringan 

tanaman dan memiliki hubungan simbiosis yang saling menguntungkan dengan 

tanaman inang. Daun kemangi (Ocimum basillicum L.) adalah salah satu tanaman 

obat yang dapat menghasilkan metabolit sekunder sebagai antibakteri yang 

berasal dari bakteri endofit pada tanaman inangnya. Tujuan dari penelitian ini 

adalah untuk mengetahui karakteristik bakteri endofit daun kemangi (Ocimum 

basillicum L.) dan uji aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit terhadap 

bakteri Streptococcus mutans ATCC 25175 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. Metode yang dilakukan ialah dengan mengisolasi bakteri endofit dari daun 

kemangi dan produksi supernatan bebas sel didapatkan dengan cara sentrifugasi 

dan difiltrasi menggunakan filter membran 0,22 µm untuk memisahkan antara 

supernatan dan pelet. Supernatan bebas sel yang didapat dilakukan uji aktivitas 

dengan menggunakan metode Kirby Bauer. Hasil penelitian berdasarkan dari 

identifikasi secara makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia didapatkan 

karakteristik bakteri endofit sebanyak 6 isolat bakteri endofit dan memperoleh 

satu genus yang diduga mengarah ke genus Bacillus sp. Hasil uji aktivitas 

supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi dari 6 isolat memiliki 

kemampuan dalam menghambat bakteri Streptococcus mutans ATCC 25175 

dengan kriteria sedang pada isolat EO5 dan EO6 sebesar 5.68 mm dan 5.49 mm 

sedangkan hasil uji aktivitas supernatan bebas sel pada Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 menghasilkan zona hambat sebesar 3.41 mm dengan kriteria lemah. 

Kata Kunci : Kemangi, Bakteri Endofit, Streptococcus mutans ATCC  

  25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Supernatan Bebas Sel. 
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ABSTRACT 
 

Name   : Rizkina Zurriani ZN 

NIM   : 170703008 

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

Title : Leaf Endophytic Bacterial Cell-Free Supernatant Activity 

Basil (Ocimum basillicum L.) in Inhibiting Streptococcus 

mutans and Pseudomonas aeruginosa  

Court Date  : 19 - July - 2022 

Number of Pages : 79 

Advisor I  : Diannita Harahap, M.Si 

Advisor II  : Syafrina Sari Lubis, M.Si 

Key Words : Basil, Endophytic bacteria, Streptococcus mutans ATCC  

  25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

  Cell-free supernatant 

Endophytic bacteria are microorganisms that live in plant tissues and have a 

mutually beneficial symbiotic relationship with the host plant. Basil leaf (Ocimum 

basillicum L.) is one of the medicinal plants that can produce secondary 

metabolites as antibacterial derived from endophytic bacteria on the host plant. 

The purpose of this study was to determine the characteristics of the endophytic 

bacteria in basil leaves (Ocimum basillicum L.) and to test the activity of the cell-

free supernatant of endophytic bacteria against Streptococcus mutans ATCC 

25175 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bacteria. The methods used 

included isolating endophytic bacteria from basil leaves and the production of 

cell-free supernatant obtained by centrifugation and filtration using a 0.22 µm 

membrane filter to separate the supernatant and pellet. The supernatant obtained 

was tested for activity using the Kirby Bauer method. The results of the study 

based on the results of macroscopic bacteriology, microscopy and biochemical 

tests obtained endophytes as many as 6 isolates of endophytic bacteria and 

obtained one genus which was suspected to lead to the genus Bacillus sp. The test 

results of the activity of the endophytic bacterial cell-free supernatant of basil 

leaves from 6 isolates had the ability to inhibit Streptococcus mutans ATCC 

27853 bacteria with the criteria for isolates EO 5 and EO 6 of 5.68 mm and 5.49 

mm while the test results of the activity of cell-free supernatant on Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 produces an inhibition zone of 3.41 mm with weak 

criteria. 

Key Words : Basil, Endophytic bacteria, Streptococcus mutans ATCC  

  25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

  Cell-free supernatant. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 
I.1 Latar Belakang 

Tanaman herbal telah dikenal oleh masyarakat Indonesia dan banyak 

dimanfaatkan sebagai tanaman obat dalam menangani permasalahan kesehatan 

(Syukur dan Asnawati, 2021). Diantara tanaman yang biasa dijadikan sebagai obat 

tradisional adalah jahe, kunyit, serai, daun sirih, daun salam dan kemangi 

(Novianti, 2017). Kemangi merupakan tanaman berupa semak aromatik yaitu 

memiliki aroma pada daunnya (Harsha et al., 2020). Tanaman ini banyak 

dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai obat tradisional, sayuran atau makanan 

lalab (Wijaraya et al., 2019). 

Dalam dunia kesehatan, daun kemangi dapat dijadikan sebagai antibakteri, 

antifungi, analgesik, antiseptik, antipiretik, hepatoprotektor, imunomodulator, 

antireppelent dan antiekspetoran (Kumalasari & Andiarna, 2020). Daun kemangi 

(Ocimum basillicum L.) memiliki kandungan senyawa bioaktif yang dapat 

berperan sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri yaitu 

berupa senyawa tannin, saponin, alkaloid dan flavonoid (Klau et al., 2021). Selain 

senyawa bioaktif tersebut, daun kemangi memiliki kandungan minyak atsiri yang 

memiliki kemampuan sebagai antibakteri dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Streptococcus mutans (Syahrul dan Syahriel, 2021).  

Menurut penelitian Hidayanto et al., (2017) kandungan minyak atsiri yang 

terdapat pada ekstrak daun kemangi mampu menghambat pertumbuhan bakteri 

Streptococcus mutans dengan zona hambat sebesar 2,17 mm dan terbukti berperan 

mengurangi pertumbuhan bakteri di dalam rongga mulut penyebab bau mulut. 

Berdasarkan kandungan senyawa bioaktif tersebut, daun kemangi sering 

dimanfaatkan untuk mengatasi dan mengurangi masalah bau badan, panas dalam, 

sakit kepala, gangguan lambung, pilek dan penyakit jantung (Bessie et al., 2018 

dan Kulkarni & Adavirao, 2018). 

Bau mulut disebabkan oleh adanya pertumbuhan bakteri yang berlebih pada 

bagian bawah lidah dan pada bagian ini sering tidak dibersihkan saat menggosok 

gigi. Bakteri akan berkembangbiak di dalam mulut dan akan membentuk plak atau 

karang gigi. Kemudian bakteri tersebut memproduksi toksin dengan cara 
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menguraikan sisa-sisa makanan dan sel-sel mati yang terdapat di dalam mulut 

sehingga toksin inilah yang menyebabkan bau mulut. Hal tersebut terjadi karena 

adanya hasil metabolisme bakteri secara anaerob dari penguraian sisa makanan 

yang menghasilkan senyawa sulfida dan amonia (Robbihi, 2020).  

Bakteri S. mutans, S. viridans, S. salivarius, Staphylococcus aureus, 

Lactobacillus sp. dan Pseudomonas aeruginosa  merupakan bakteri flora normal 

yang terdapat di dalam rongga mulut. Bakteri ini dalam suatu waktu dapat 

berubah menjadi patogen jika kebersihan pada rongga mulut tidak terjaga  (Jawetz 

et al., 2012). S. mutans merupakan bakteri Gram positif yang terdapat di dalam 

rongga mulut manusia khususnya yang menyebabkan plak pada gigi (Lemos et 

al., 2019). Sedangkan P. aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif yang 

bersifat patogen dan dapat menjadi resisten pada sebagian antibiotik. Kedua 

bakteri ini bersifat patogen (Sanjaya et al., 2019). 

Pertumbuhan bakteri patogen dapat dihambat dengan penggunaan antibiotik. 

Tetapi penggunaan antibiotik dalam jangka panjang atau secara terus menerus dan 

terlalu sering tidak baik dilakukan karena dapat mengakibatkan bakteri menjadi 

kebal atau resisten (Utami, 2012). Selain itu penghambatan pertumbuhan bakteri 

juga dapat dilakukan dengan cara memanfaatkan ekstrak pada tanaman herbal 

seperti pada tanaman sereh wangi, sirih hijau dan jahe merah yang mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans pada konsentrasi 20% 

dengan masing-masing daya hambat sebesar 7,90 mm, 4,90 mm dan 4,85 mm 

(Rizkita, 2017).  

Seiring perkembangan waktu, media pengobatan bisa dilakukan dengan 

memanfaatkan sumber potensial produk alami dari tanaman yaitu menggunakan 

antibakteri yang dihasilkan dari bakeri endofit (Basit et al., 2021). Bakteri endofit 

adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa mengganggu tanaman 

inangnya. Bakteri ini hidup secara berdampingan dan memberikan perlindungan 

terhadap tanaman dari cekaman abiotik, biotik maupun hama. Bakteri endofit 

dapat menghasilkan senyawa bioaktif dan metabolit sekunder yang berpotensi 

sebagai antibakteri (Maheshwari et al., 2017). Senyawa bioaktif yang dihasilkan 

bakteri endofit sama dengan yang dihasilkan oleh tanamannya (Aqlinia et al., 

2020). 
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Rori et al., (2020) telah berhasil melakukan penelitian tentang antibakteri dari 

bakteri endofit pada daun mangrove (Avicenna marina). Hasil dari penelitiannya 

memperoleh 7 isolat bakteri endofit dan diuji aktivitas antibakteri pada bakteri 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Hasil dari pengujian tersebut hanya 

2 isolat yang berhasil menghasilkan zona hambat pada bakteri Escherichia coli 

sebesar 12,3 mm dan 7,2 mm yang dikategorikan kuat sedang. Sedangkan isolat 

lain tidak berhasil menghambat bakteri Escherichia coli maupun Staphylococcus 

aureus. Ini menunjukkan bahwa penggunaan antibakteri dari bakteri endofit saja 

menunjukkan hasil yang kurang maksimal. 

Berdasarkan penelitian di atas, uji antibakteri dapat dilakukan dengan 

menggunakan supernatan bebas sel. Berdasarkan hasil penelitian Utami (2017) 

penggunaan antibakteri dari supernatan bebas sel bakteri endofit dari daun 

kemangi (Ocimum basillicum L.) mampu menghambat pertumbuhan 

Staphylococcus aureus. Aktivitas zona hambatnya memperoleh 30 isolat dari 40 

isolat yang kemudian setelah dilakukannya skrining bakteri endofit menghasilkan 

zona hambat yang kuat dari isolat nomor 11, 22 dan 23 dan isolat 23 

menghasilkan zona hambat sebesar 30 mm. Hasil dari isolasi bakteri endofit pada 

daun kemangi ini menghasilkan 3 genus bakteri yaitu genus Acetobacter, 

Enterococcus dan Gluconobacter. Penelitian serupa juga telah dilakukan oleh 

Ramadhanty et al., (2021) penggunaan supernatan bebas sel bakteri endofit pada 

daun mangrove sebagai antibakteri lebih efektif dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella typhy dibandingan dengan ekstrak 

etil asetat. Kategori zona hambat yang diperoleh ialah sedang dan kuat hal ini 

karena pada supernatan bebas sel bakteri endofit daun mangrove mengandung 

bakteriosin yang berasal dari genus Pseudomonas sp. Bakteriosin merupakan 

kelompok peptida heterogen yang bersifat antimikrobial. Kemudian dikuatkan 

oleh penelitian Wulansari et al., (2019) yang menyatakan bahwa penggunaan 

supernatan bebas sel bakteri endofit pada tanaman bangle sebagai antibakteri 

mampu menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus epidermidis dan 

Pseudomonas aeruginosa dengan kategori zona hambat kuat dan sangat kuat. 

Ma et al., (2020) menyatakan supernatan bebas sel mengandung antimikroba 

yang dapat dijadikan sebagai agen antimikroba. Pada supernatan terdapat senyawa 
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metabolit sekunder yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri uji. Metabolit 

sekunder merupakan suatu senyawa yang dihasilkan oleh tumbuhan, hewan dan 

mikroorganisme sebagai bentuk pertahanan diri (Saifudin, 2014). Supernatan 

bebas sel diperoleh dari hasil sentrifugasi dan filtrasi. Sentrifugasi merupakan 

proses pemisahan antara partikel padat dan cairan dengan menggunakan prinsip 

gaya sentrifugal yaitu dengan memutarnya objek secara horizontal pada jarak dan 

kecepatan tertentu dan menuju kesatu titik rotasi. Dengan adanya gaya sentrifugal, 

objek yang terus berputar akan menempel kedinding tabung dan membentuk 

endapan (pelet) sedangkan partikel yang lebih rendah berada diatas (supernatan) 

(Istianah et al., 2018; Nurhadianty et al.,2018). 

Berdasarkan latar belakang di atas, penulis ingin melakukan penelitian dengan 

judul “Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.) dalam Menghambat Streptococcus mutans dan 

Pseudomonas aeruginosa”. 

 

I.2 Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah penulis kemukakan di atas, 

maka permasalahan yang dikaji dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimanakah karakteristik bakteri endofit daun kemangi (Ocimum 

basillicum L.) ? 

2. Bagaimanakah aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi 

(Ocimum basillicum L.) terhadap bakteri Streptococcus mutans dan 

Pseudomonas aeruginosa ? 

 

I.3 Tujuan Penelitian 

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

1. Untuk mengetahui karakteristik bakteri endofit daun kemangi (Ocimum 

basillicum L.). 

2. Untuk mengetahui bagaimana hasil uji aktivitas supernatan bebas sel 

bakteri endofit daun kemangi (Ocimum basillicum L.) terhadap bakteri 

Streptococcus mutans dan Pseudomonas aeruginosa. 
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I.4  Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi mengenai 

manfaat dari daun kemangi yang dijadikan sebagai bahan obat-obatan. Menambah 

wawasan mengenai penggunaan bakteri endofit yang terdapat di dalam daun 

kemangi sebagai antibakteri serta memberikan informasi mengenai supernatan 

bebas sel. 
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BAB II 

LANDASAN TEORITIS 

II.1 Kemangi (Ocimum basillicum L.) 

II.2 Morfologi 

Kemangi (Ocimum basillicum L.) merupakan tanaman aromatik 

yang berasal dari daerah Tropis Asia dan Afrika, tanaman ini termasuk  

tanaman obat dari famili Laminaceae. Famili laminaceae salah satu famili 

yang banyak dimanfaatkan sebagai obat-obatan. Selain itu, tanaman 

kemangi juga dimanfaatkan sebagai bumbu dan penyedap produk makanan 

(Mittal et al., 2018). 

Di Indonesia tanaman ini banyak dijumpai di daerah Sumatera, 

Jawa dan Maluku (Soedarso, 2012). Menurut Surahmaida dan Umarudin 

(2019) kemangi (Ocimum santum) merupakan hasil dari persilangan antara 

dua (2) spesies selasih yaitu Ocimum basilicum dan Ocimum americanum. 

Ocimum sanctum dikenal juga dengan nama Ocimum basilicum var. 

anisatum Benth. Umumnya daun kemangi (Ocimum sanctum) di Indonesia 

biasanya dikenal dengan daun selasih dan serawung. Beberapa daerah 

lainnya dikenal dengan daun kecarum, carum, atau ruku-ruku (Bali), 

klampes (Madura), lupe-lupe (Ternate) dan balakama (Manado).  

Menurut Rukmana dan Yudirachman (2016) morfologi tanaman 

kemangi (Ocimum basillicum L.) sebagai berikut: 

a. Akar  

Kemangi memiliki jenis akar tunggang dan memiliki bulu-bulu pada 

akarnya. Akar kemangi dapat menyebar ke segala arah pada kedalaman 30-

60 cm. 

b. Batang  

Tanaman kemangi berbatang kayu, bercabang banyak di bagian atas, 

batangnya berbulu dan berbuku-buku. Di setiap buku-buku dan cabang 

batang melekatnya daun secara berhadapan. Batangnya berwarna hijau tua 

maupun hijau keungu-unguan. Pada saat masih muda batang kemangi 
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berwarna hijau tua atau keungu-unguan tetapi setelah batangnya tua berubah 

menjadi warna kecoklatan. Tinggi batang kemangi sekitar 30-150 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. Daun  

Daun kemangi memiliki ragam bentuk daun yaitu memanjang, bulat 

telur dan keriting. Permukaan daunnya datar dan warna daun bervariasi 

yaitu warna hijau, merah keungu-unguan dan hijau gelap. Daunnya 

memiliki tepi yang sedikit bergerigi dan ujung lancip. Panjang daun sekitar 

4-5 cm dan lebar 6-30 mm.  

d. Bunga  

Bunga kemangi tumbuh dari ujung batang dan cabang. Ukuran 

bunganya kecil dan berwaarna putih, tersusun dalam karangan bunga. Setiap 

karangan bunga terdiri dari 1-6 cabang tandan. Bunga kemangi termasuk 

bunga semu yang  mempunyai struktur terdiri dari daun pelindung bunga, 

kelopak bunga, mahkota bunga, putik dan benang sari. 

(a)

 

(b)

 
(c)

 

(d) 

 
 

Gambar 2.2 Isolat Bakteri Endofit pada tanaman 

Binahong dan Ketapeng 

(e) 

 
 

Gambar 2.2 Isolat Bakteri Endofit pada tanaman 

Binahong dan Ketapeng 

Gambar II.1. Morfologi Tanaman Kemangi (a) Tanaman Utuh Kemangi, (b) 

Akar Kemangi, (c) Batang Kemangi, (d) Daun Kemangi dan (e) 

Bunga kemangi. 

     (Sumber: Plants Of The World Online, 2021). 
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e. Biji  

Biji kemangi berukuran kecil, bertekstur keras dan berbentuk bulat 

telur atau bulat panjang. Pada saat masih muda bijinya berwarna putih dan 

ketika sudah tua berwarna hitam dan apabila biji dimasukan ke dalam air 

akan mengembang. 

 

II.3 Klasifikasi Ilmiah Daun Kemangi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Menurut It is.gov (2022) klasifikasi dari daun kemangi yaitu: 

Kingdom  : Plantae 

Divisi   : Tracheophyta 

Kelas   : Magnoliopsida 

Ordo   : Lamiales 

Famili   : Lamiaceae 

Genus   : Ocimum L. 

Spesies   : Ocimum basillicum L.  

 

II.4  Manfaat dan Kandungan Daun Kemangi (Ocimum basilicum L.) 

Kemangi (Ocimum basillicum L.) merupakan salah satu tanaman 

yang mengandung senyawa biokimia yang bermanfaat sebagai bahan obat 

herbal. Daun kemangi (Ocimum basillicum L.) bermanfaat menghilangkan 

bau pada daerah kewanitaan, mengobati panu, mengurangi pembengkakan 

jantung, menyembuhkan sakit pinggang, bau mulut dan sebagainya 

(Soedarso, 2012). Bau mulut merupakan permasalahan yang sering terjadi 

Gambar II.2. Daun Kemangi (Ocimum basillicum L.) 

 (Sumber: dokumentasi pribadi). 
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dan sangat mengganggu terutama ketika berbicara. Permasalahan bau mulut 

dapat dihilangkan dengan mengkonsumsi daun kemangi sebagai lalapan 

atau dapat meminum air perasan daun kemangi yang telah dihaluskan 

(Hendarto, 2019). 

Daun kemangi memiliki aktivitas antibakteri dan  kandungan 

senyawa biokimia yang meliputi tanin, flavonoid dan minyak atsiri 

(Kindangen et al., 2018). Minyak atsiri merupakan minyak yang memiliki 

sifat mudah menguap dan memiliki aroma yang sedap yang biasanya berasal 

dari tanamannya. Minyak atsiri juga memiliki aktivitas terhadap antibakteri 

(Yuliani & Satuhu, 2012). Kandungan minyak atsiri kemangi seperti 

eugenol, methyl chavicol, linalool, camphor dan sitral memiliki sifat 

antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus 

mutans (Willianti et al., 2020). Kandungan minyak atsiri paling banyak 

ditemukan pada genus Ocimum, diantaranya ada pada spesies Ocimum 

basilicum L, Ocimum citriodorum, Ocimum basilicum canum Sims. dan 

spesies lainnya (Walewangko et al., 2019).  

Turunan dari kandungan minyak atsiri terdapat banyak senyawa 

biokimia seperti flavonoid, saponin, tanin dan alkaloid (Kumalasari & 

Andiarna, 2020). Menurut Surahmaida dan Umarudin (2019) daun kemangi 

banyak mengandung senyawa biokimia yang menjadi aktivitas dalam 

mengatasi penyakit. Senyawa biokimia daun ini berupa flavonoid, 

terpenoid, steroid, alkaloid, dan saponin. 

Adapun golongan utama senyawa biokimia daun kemangi yang 

berpotensi sebagai antibakteri adalah flavonoid, saponin dan tanin. Senyawa 

flavonoid dapat mendenaturasi protein dari sel bakteri dan merusak 

membran selnya. Saponin dapat menurunkan tegangan permukaan yang 

mengakibatkan permeabilitas naik sehingga mengakibatkan bakteri akan 

pecah atau lisis sedangkan senyawa tanin bekerja menghambat protein pada 

dinding sel dan bersifat astringen yaitu dapat merusak dinding sel sehingga 

permeabilitas dinding sel terganggu. Kemampuan yang dimiliki oleh tanin 

juga dapat menjadi antiseptik yang bisa membunuh pertumbuhan 
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mikroorganisme yang timbul karena luka atau infeksi (Kusumastuti et al., 

2021). 

II.5 Bakteri Endofit 

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup didalam 

jaringan tanaman dan memiliki hubungan simbiosis yang saling 

menguntungkan dengan tanaman inang. Tanaman inang akan menyediakan 

tempat bagi bakteri endofit dan bakteri endofit akan menghasilkan senyawa 

metabolit yang dapat meningkatkan penyerapan nutrisi untuk 

mempengaruhi pertumbuhan (Santos et al., 2018). Bakteri endofit dapat 

menyebar diseluruh organ tanaman dan talah diisolasi dari organ akar, 

batang, daun, biji dan buah pada berbagai tanaman. Kepadatan jumlah 

koloni bakteri endofit lebih banyak berada diakar yaitu berkisar 105-107 

CFU/g, akan tetapi kepadatan bakteri endofit menurun ketika sudah 

menjauh dari akar yaitu pada batang dan daun kepadatan bakteri berkisar 

103-104 CFU/g (Ullah et al., 2019). 

Bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa aktif yang diperoleh 

melalui ekstraksi tanaman terutama pada tanaman obat dan dapat 

memproduksi senyawa metabolit sekunder sebagai penghambatan bakteri 

patogen  (Sepriana et al., 2017). Metabolit sekunder dan senyawa bioaktif 

yang dimiliki oleh bakteri endofit umumnya sama dengan yang dihasilkan 

oleh tanaman inangnya. Senyawa bioaktif dan metabolit sekunder yang 

dihasilkan yaitu alkaloid, flavonoid, saponin, poliketon, lakton, asam 

organik, seskuiterpen dan siklopeptida. Kandungan tersebut yang terdapat 

pada bakteri endofit memiliki manfaat sebagai antibakteri, antikanker, 

antioksidan, antidiabetik, insektisida dan lain sebagainya (Pratiwi, 2021; Wu 

et al., 2021). 

 

  

  Gambar II.3. Pertumbuhan Bakteri Endofit Pada Daun Tanaman   

Kenari (Sumber: Tuan et al., 2017).  
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II.1 Streptococcus mutans 

Streptococcus mutans merupakan bakteri penyebab utama karies pada 

gigi yang dapat membentuk biofilm dan biofilm ini dapat meningkat jika 

lingkungan mulut banyak terdapat sukrosa (Vijayakumar et al., 2021). S. 

mutans hidup pada lingkungan yang bersifat anaerobik. Bakteri ini dapat 

melepaskan berbagai asam organik terutama asam laktat selama proses 

metabolisme karbohidrat yang mengakibatkan demineralisasi email gigi 

(Lemos et al., 2019). 

S. mutans dapat menginfeksi gigi dengan menggubah gula bebas 

seperti gula yang terkandung pada makanan dan minuman akan menjadi 

asam sehingga menimbulkan kerusakan pada gigi. Mengkonsumsi terlalu 

banyak gula secara terus menerus dan kurangnya pembersihan plak dengan 

menggosok gigi dapat menyebabkan nyeri dan infeksi (WHO, 2022). 

Bakteri ini adalah bakteri paling kariogenik di dalam rongga mulut, hal ini 

karena memiliki kemampuan asidurik dan asidogenik yang tinggi (Yasir et 

al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Menurut Itis.gov (2021) klasifikasi Streptococcus mutans adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Bacteria 

Subkingdom : Posibacteria 

Filum  : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Order  : Lactobacillales 

Family  : Streptococcaceae 

Gambar II.4. Bakteri Streptococcus mutans 

(Sumber: Public Health Image 

Library (PHIL), 2022). 
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Gambar II.5. Bakteri Pseudomonas aeruginosa 

   (Sumber: Microbiology In Picture, 2022) 

 

 

Genus  : Streptococcus 

Spesies  : Streptococcus mutans 

 

II.7  Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa adalah bakteri Gram negatif yang berbentuk 

batang, bersifat aerob obligat, motil dan dapat tumbuh pada suhu 37 ℃ 

sampai 42 ℃. P. aeruginosa dapat menghasilkan pigmen pioverdin yang 

berfluoresensi sehingga memberikan warna kehijauan pada media. Dapat 

juga menghasilkan piosianin yaitu pigmen kebiru-biruan yang tidak 

berfluoresensi yang berdifusi ke dalam media (Jawetz et al., 2012). P. 

aeruginosa  termasuk ke dalam bakteri flora normal di rongga mulut dan 

sewaktu-waktu dapat menjadi patogen ketika kebersihan rongga mulut tidak 

terjaga (Manarisip et al., 2020).  

P. aeruginosa dapat menginfeksi penyakit pada manusia yaitu 

pneumonia nosocomial, infeksi kulit dan jaringan lunak mulai dari yang 

jinak seperti selulitis, infeksi pasca bedah dan menjadi bakteri yang patogen 

(Bassetti et al., 2018). Selain itu, P. aeruginosa juga dapat menginfeksi 

rongga mulut yaitu terjadinya periodontitis. Periodontitis adalah peradangan 

pada gingiva, ligament periodontal dan tulang alveolar. Peradangan tersebut 

terjadi karena adanya aktivitas bakteri P. aeruginosa. Bakteri ini juga 

menghasilkan biofilm sehingga resisten terhadap antibiotik (Suparno et al., 

2020). 
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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 

 

II.8 Supernatan Bebas Sel 

Supernatan bebas sel merupakan hasil dari sentrifugasi yang 

menghasilkan bobot jenis yang rendah dari pada pelet. Hasil dari sentrifugasi 

ini terbagi menjadi dua bagian yaitu supernatan dan pelet (sel bakteri) (Naufal 

et al., 2017). Supernatan berada di atas tabung sedangkan pelet (sel bakteri) 

akan mengendap dan menempel di bawah tabung sentrifus (Sari & Moulina, 

2020). Sentifugasi bekerja dengan menggunakan beberapa tabung sentrifus 

yang berisikan suatu larutan dan diletakkan secara berhadapan untuk 

dilakukannya pemisahan. Prinsip kerja dari sentrifugasi menggunakan gaya 

sentrifugal yaitu perputaran objek secara horizontal dengan adanya jarak dan 

kecepatan tertentu. Selama perputaran berlangsung objek akan menuju kesatu 

titik rotasi, tetapi karena ada gaya sentifugal objek tidak akan berada di pusat 

rotasi tetapi akan menempel pada dinding tabung dan membentuk suatu 

endapan (Nurhadianty et al.,2018).  

Adanya kandungan metabolit sekunder bakteri, supernatan bebas sel 

banyak digunakan sebagai antibakteri dan berperan sebagai agen antibakteri 

(Bauza et al., 2016). Menurut Wulansari et al., (2019) antibakteri supernatan 

bebas sel mengandung senyawa antibakteri yang dapat bekerja menghentikan 

pertumbuhan bakteri patogen dengan merusak langsung dinding sel bakteri. 

Senyawa antibakteri supernatan kemungkinan menyebabkan hilangnya 

permeabilitas dinding sel sehingga menyebabkan sel mati. Perbedaan struktur 
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dinding sel bakteri antara bakteri Gram positif dan Gram negatif juga 

mempengaruhi antibakteri supernatan dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri patogen. 

 

 

 

 

 

Produksi supernatan bebas sel dapat dilakukan dengan menggunakan 

metode salting out dan salting in. Metode salting out adalah metode 

pengendapan konsentrat protein yang dilakukan dengan menambahkan 

ammonium sulfat untuk mendapatkan ekstrak protein (Kusharyati et al.,  

2019). Metode salting in adalah metode untuk melarutkan protein dengan 

menambahkan larutan buffer untuk menjaga struktur protein pada saat proses 

pemisahan/purifikasi dan penghancuran sehingga memudahkan dalam 

mencegah adanya aktivitas enzim pendegradasi protein serta mencegah 

terjadinya perubahan pada molekul protein (Sari et al., 2020). Selain itu 

penggunaan shaker pada produksi supernatan bebas sel juga dapat digunakan. 

a b 

a 

Gambar II.6. Proses Sentrifugasi Suspensi Bakteri (a) 

Suspensi Bakteri yang  Akan di 

Sentrifugasi (b) Hasil dari Sentrifugasi 

yang Sudah Terpisah Supernatan dan Pelet 

(Sumber: Doc Player Info, 2021). 

b c 

Gambar II.7. Aktivitas Penghambatan Supernatan Bebas 

Sel Terhadap Bakteri (a) Salmonella typhi 

(b) Shigella flexneri (c) Listeria 

monocytogenes. (Sumber: Kusharyati et al., 

2020). 
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Fungsi dari shaker ialah untuk menghomogenkan antara media dengan 

bakteri dan mempermudahkan difusi oksigen ke dalam medium. Shaker 

penting dilakukan untuk menjaga kondisi suatu bakteri tetap dalam keadaan 

aerob (Pangesti et al., 2012). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

III.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Multifungsi Universitas Islam 

Negeri Ar-Raniry Banda Aceh di ruangan Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Sains dan Teknologi dan Laboratorium Riset Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Syiah Kuala Banda Aceh pada bulan Desember hingga bulan Maret 

tahun 2022. 

 

III.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

Jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1 berikut ini: 

 

III.3 Objek Penelitian 

Objek dalam penelitian ini adalah daun kemangi (Ocimum basillicum L.) 

yang diperoleh dari Dinas Pertanian dan Perkebunan Aceh, Kota Banda Aceh. 

 

No Kegiatan Desember Januari Februari Maret 

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

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               
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III.4 Bakteri Uji 

Isolat bakteri uji yang akan digunakan pada penelitian ini adalah bakteri 

Streptococcus mutans ATCC 25175 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

yang diperoleh dari Laboratorium Fundament Kedokteran Hewan Universitas 

Syiah Kuala Banda Aceh. 

III.5 Alat dan Bahan 

III.5.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan petri, tabung 

reaksi, batang pengaduk, pipet volume, erlenmeyer, sentrifuge, ose, bunsen, 

vortex mixer, kaca objek, penjepit objek, label, spidol, jangka sorong, pinset, 

korek api, Laminar Air Flow (LAF), rotary shaker, autoklaf, inkubator, neraca 

analitik, mikroskop cahaya, gelas beaker, lemari pendingin, gelas ukur, gunting, 

mikropipet, tube sentrifugasi 1,5 ml, tube sentrifugasi 10 ml, saringan filter 

membran bakteri 0,22 µm, suntik 5 ml dan rak tabung reaksi. 

 

III.5.2 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun kemangi (Ocimum 

sanctum), media Nutrient Agar (NA) media Nutrient Broth (NB), media Mueller 

Hinton Agar (MHA), larutan Natrium Hiproklorit, aquades steril, alkohol 70%, 

larutan standar Mc Farland 0,5, media Triple Sugar Iron Agar (TSIA), Sulfida 

Indol Motility (SIM) media Simons Citrat Agar miring, H2O2 30%, Reagen 

Kovac’s, safranin, iodin, kristal violet, alkohol, kloramfenikol 30 µg, tisu, sarung 

tangan, spiritus dan kertas cakram 6 mm. 

 

III.6 Metode Penelitian  

Metode yang dilakukan pada penelitian ini adalah metode kualitatif untuk 

melihat bakteri endofit yang terdapat pada daun kemangi (Ocimum basillicum L.) 

dan metode kuantitatif digunakan untuk menghitung zona hambat yang terbentuk 

dari aktivitas bakteri endofit terhadap bakteri patogen. 
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III.7 Prosedur Kerja 

III.7.1 Pengambilan Sampel Daun Kemangi 

Sampel daun kemangi diperoleh dari Dinas Pertanian dan Perkebunan 

Aceh, Kota Banda Aceh. Untuk jenis daun yang diambil ialah jenis daun muda 

karena pada daun muda belum terjadinya penurunan kandungan senyawa bioaktif 

dibandingkan daun tua (Febriyanti, 2020). Setelah itu sampel yang telah 

terkumpul dimasukkan ke dalam kantong plastik dan dibawa ke Laboratorium 

Mikrobiologi Multifungsi UIN Ar-Raniry Banda Aceh.  

 

III.7.2 Isolasi Bakteri Endofit 

Daun kemangi yang telah diambil sebanyak 10 gram dicuci terlebih dahulu 

dengan menggunakan air mengalir. Setelah itu dilakukan sterilisasi permukaan, 

daun kemangi direndam menggunakan alkohol 70% selama 1 menit, lalu dicuci 

dengan aquades steril dan NaOCl 5% selama 5 menit. Setelah itu dicuci kembali 

dengan menggunakan alkohol selama 30 detik dan terakhir dicuci dengan aquades 

steril (Irdawati et al., 2017). Isolasi bakteri endofit dilakukan dengan pengenceran 

berseri. Daun yang telah disterilisasi kemudian digerus atau dihaluskan 

menggunakan lumpang dan mortal yang steril. Kemudian sampel dimasukkan ke 

dalam botol falkon/botol sampel yang telah berisikan 9 ml NaCl 0,9 % (Fithriyah, 

2015). Selanjutnya dilakukan pengenceran 10
-1

 dengan diambil 1 ml sampel daun 

yang telah dihaluskan lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang telah 

berisikan 9 ml NaCl 0,9% lalu dihomogenkan dengan vortex (Sepriana et al., 

2020). Kemudian diambil lagi 1 ml suspensi dari pengenceran 10
-1 

dan 

dilakukannya pengenceran 10
-2

 sampai ke pengenceran 10
-4

. Diinokulasikan 

suspensi bakteri ke media NA dari pengenceran 10
-2 

sampai 10
-4

 dengan 

menggunakan metode spread plate. Sebanyak 0,1 ml suspensi pengenceran 

bakteri disebarkan pada media NA kemudian diratakan dengan menggunakan 

batang L lalu diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24-48 jam sampai terlihat 

pertumbuhan koloni (Munif et al., 2012 dan Aqlinia et al., 2020). Pengulangan 

dilakukan sebanyak 3x (Sari et al., 2020). 

 

 



 

19 

 

 

III.7.3 Pemurnian Bakteri Endofit 

Isolat bakteri bakteri endofit dimurnikan dengan menggunakan cawan 

gores (streak plate) untuk mendapatkan koloni yang terpisah dari koloni yang 

lain. Selanjutnya isolat bakteri endofit yang tumbuh diinokulasikan menggunakan 

jarum ose dengan cara digores pada media NA. Kemudian diinkubasi pada suhu  

37 ℃ selama 24 jam (Pratiwi, 2015). 

 

III.7.4 Identifikasi Bakteri Endofit 

III.7.4.1 Identifikasi Secara Makroskopis 

Identifikasi secara makroskopis dilakukan dengan mengamati koloni 

bakteri seperti bentuk, warna, margin dan elevasi pada permukaan media agar 

(Aqlinia et al., 2020). 

 

III.7.4.2 Identifikasi Secara Mikroskopis 

a. Pewarnaan Gram 

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui sifat bakteri  yang 

termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram positif dan Gram negatif. Diambil 

kaca objek lalu disterilkan dengan menggunakan alkohol 70%. Sebanyak satu 

isolat bakteri diambil dengan menggunakan jarum ose lalu diletakkan di atas kaca 

objek, setelah itu difiksasi di atas api bunsen. Isolat bakteri kemudian ditetesi 

larutan kristal violet sebanyak 2 tetes dan didiamkan selama satu menit. Lalu 

isolat dibilas dengan menggunakan aquades dan dikeringkan. Selanjutnya isolat 

bakteri ditetesi alkohol 95% secara perlahan selama 30 detik, kemudian dibilas 

kembali dengan menggunakan aquades dan dikeringkan. Setelah itu isolat bakteri 

ditetesi larutan safranin secara perlahan selama 30 detik lalu dibilas kembali 

dengan menggunakan aquades dan dikeringkan. Isolat bakteri yang telah 

dilakukan pewarnaan Gram lalu diamati perubahan warna bakteri dengan 

menggunakan mikroskop pada perbesaran 100x (Ismail et al., 2017). 
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b. Pewarnaan Endospora 

Uji pewarnaan endospora dilakukan dengan cara menyiapkan kaca 

benda, kemudian ditetesi dengan aquades. Setelah itu diambil satu ose bakteri dan 

disebarkan pada kaca benda dan difiksasi dengan api kecil. Kemudian ditetesi 

malachite green dan dibiarkan diatas pemanas selama 2-3 menit, setelah itu dibilas 

dengan aquades dan dikeringkan. Kemudian ditetesi larutan safranin dan 

didiamkan selama 30 detik setelah itu dibilas dengan aquades dan dikeringkan. 

Kemudian diamati dibawah mikroskop (Cappucino & Sherman, 2014). 

III.7.5 Uji Biokimia 

a. Uji TSIA (Triple Sugar-Iron Agar) 

Uji TSIA dilakukan untuk membedakan antara kelompok yang berbeda 

atau genus Enterobacteriaceae yang dapat memfermentasi glukosa dengan 

produksi asam. Uji TSIA dilakukan dengan menginokulasi isolat bakteri pada 

media Triple Sugar Iron Agar dengan cara menggores pada media miring dan 

menusuk bagian tegaknya kemudian diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24 jam 

kemudian diamati perubahan warna media. Apabila pada bagian media miringnya 

berubah warna menjadi warna merah dan bagian bawah medianya berwarna 

kuning maka bakteri mampu memfermentasikan glukosa. Apabila pada kedua 

bagian media tersebut berwarna kuning, maka bakteri tersebut mampu 

memfermentasikan glukosa, laktosa dan sukrosa (Cappuccino & Sherman, 2014). 

 

b. Uji Indol 

Pengujian indol dilakukan dengan cara menginokulasi isolat bakteri ke 

dalam media Sulfida Indole Motility (SIM) kemudian diinkubasi pada suhu 37 ℃ 

selama 24 jam. Selanjutnya pengamatan hasil uji indol dilakukan dengan 

ditambahkan 10 tetes Reagen Kovac’s. Uji positif ditandai dengan terbentuknya 

lapisan berwarna merah pada bagian atas biakan (Cappuccino & Sherman, 2014). 

 

c. Uji Motilitas 

Uji motilitas dilakukan pada media Sulfida Indole Motility (SIM) 

kemudian diambil sebanyak satu ose isolat lalu ditusuk pada media SIM. Setelah 

itu diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24-48 jam. Hasil positif dari uji motilitas 
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terdapat adanya pertumbuhan di sekitar bekas tusukan jarum ose pada media dan 

jika tidak terdapat adanya pertumbuhan disekitar bekas tusukan maka hasilnya 

negatif (Sardiani et al., 2015).  

 

d. Uji Urease 

Uji urease dilakukan pada media Urea Agar dengan cara 

menginokulasikan satu isolat bakteri uji dengan menggunakan jarum ose, 

kemudian digoreskan dan diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24-48 jam. Hasil 

positif  ditandai dengan berubahnya warna menjadi merah muda dan hasil negatif 

tidak adanya perubahan yang terjadi (Cappuccino & Sherman, 2014). 

 

e. Uji Simon Sitrat 

Uji simon sitrat dilakukan pada media Simon sitrat dengan 

menginokulasikan satu isolat bakteri uji dengan menggunakan jarum ose 

kemudian digoreskan dan diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 48 jam. Jika hasilnya 

positif  ditandainya dengan adanya pertumbuhan pada agar miring dan berwarna 

biru. Jika hasilnya negatif maka tidak adanya perubahan yang terjadi dan tetap 

berwarna hijau (Cappuccino & Sherman, 2014).  

 

f.  Uji Katalase 

Uji katalase dilakukan untuk membedakan antara genus Staphylococcus, 

Streptococcus dan Enterobacteriaceae. Diambil satu isolat bakteri uji dengan 

menggunakan jarum ose yang diletakkan pada kaca benda, kemudian ditetesi 

larutan H2O2 3%. Jika menghasilkan gelembung O2 maka bakteri tersebut dapat 

menghasilkan enzim katalase (Cappuccino & Welsh, 2018).  

 

g. Uji Oksidase 

Uji oksidase dilakukan untuk mengetahui ada atau tidaknya enzim 

katalase pada bakteri. Pengujian oksidase dilakukan dengan diambil satu isolat 

bakteri uji ke oxidase strip. Hasil positif jika terjadi perubahan warna biru pada 

kertas oxidase strip (Antriana, 2014). 

 



 

22 

 

h. Uji Kebutuhan Oksigen 

Uji kebutuhan oksigen dilakukan dengan cara diambil satu isolat bakteri 

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

berisikan media NA semi solid lalu diinkubasi pada suhu 37 ℃  selama 24 jam 

(Panjaitan et al., 2020). Jika bakteri tumbuh di permukaan media maka 

dikategorikan aerob obligat. Jika bakteri tumbuh sepanjang kolom tabung dan 

terpekat di permukaan maka dikategorikan aerob fakultatif. Jika bakteri tumbuh di 

sepanjang 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, 

2011).  

 

III.7.6 Produksi Supernatan Bebas Sel Bakteri dari Bakteri Endofit 

Produksi supernatan bebas sel dilakukan dengan cara menginokulasi isolat 

bakteri endofit daun kemangi sebanyak satu ose ke dalam 30 ml media NB 

kemudian di shaker dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 37℃ selama 24 jam. 

Setelah di shaker selama 24 jam, lalu diencerkan dengan menggunakan larutan 

NaCl 0.9% steril agar memperoleh jumlah sel 10
8 

CFU/ml. Suspensi tersebut 

diinokulasikan sebanyak 30 ml ke dalam 270 ml media NB dan kemudian di 

shaker kembali dengan kecepatan 120 rpm pada suhu 37℃ selama 48 jam 

(Kartikasari dan Purwestri, 2021). Isolat bakteri endofit yang telah di shaker 

selama 48 jam kemudian dipindahkan ke dalam tube sentrifus berukuran 1.5 ml, 

setelah itu dilakukannya sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm (rotary per 

minute) pada suhu 4 ℃ selama 15 menit. Setelah sentrifugasi selesai, supernatan 

yang diperoleh disaring dengan menggunakan saringan mikro berdiameter 0,22 

µm untuk memisahkan antara supernatan dengan pelet. Supernatan yang didapat 

kemudian dilakukan pengujian aktivitas antibakteri (Kursia et al., 2020; 

Ramadhanty et al., 2021). 
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III.7.7 Penyiapan Bakteri Uji 

Isolat bakteri uji Streptococcus mutans dan Pseudomonas aeruginosa   

diperoleh dari laboratorium Fundament Fakultas Kedokteran Hewan Universitas 

Syiah Kuala Banda Aceh. Sebanyak 1 isolat bakteri uji diambil dengan 

menggunakan jarum ose, kemudian diinokulasikan ke dalam media NA miring 

dengan cara digores. Setelah itu bakteri uji tersebut diinkubasi pada suhu 37 ℃ 

selama 24 jam (Afni et al., 2015).   

 

III.7.8 Peremajaan Bakteri Uji 

Peremajaan bakteri uji dilakukan dengan menggunakan metode cawan 

gores (streak plate). Bakteri uji Streptococcus mutans ATCC 25175 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 diambil masing-masing satu koloni 

dengan menggunakan jarum ose kemudian digoreskan pada media NA. Setelah itu 

diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24 jam (Yanti & Mitika, 2017).  

 

III.7.9 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Bakteri uji peremajaan yang telah berumur 24 jam diambil dengan 

menggunakan jarum ose dan disuspensikan ke dalam tabung berisi 5 mL larutan 

NaCl 0,9%. Kemudian kekeruhan yang diperoleh disetarakan dengan standar 

McFarland 0,5 atau 1,5x10
8
 (Adityawarman et al., 2019).  

 

III.7.10 Kontrol Positif dan Negatif 

Kontrol positif yang digunakan adalah Kloramfenikol karena antibiotik 

ini efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dan Gram 

negatif serta memiliki aktivitas bakteriostatik dan bakterisidal. Sedangkan kontrol 

negatif menggunakan aquades untuk membuktikan bahwa aquades tidak memiliki 

sifat bakterisidal pada bakteri uji (Dian et al., 2015 dan Dwicahyani et al., 2018). 

 

III.7.11 Uji Aktivitas Antibakteri 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode uji Kirby-Bauer yang 

menggunakan paper disc pada media MHA. Media MHA dituang ke dalam cawan 

petri lalu ditunggu hingga memadat, setelah itu suspensi bakteri uji ditumbuhkan 
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pada media MHA dengan cara diswab menggunakan cotton swab steril. 

Kemudian diambil kertas cakram 6 mm dengan menggunakan pinset steril dan 

diletakkan di atas media MHA (Fitriyah, 2015). Selanjutnya sebanyak 20 µL 

supernatan bakteri endofit diteteskan di atas paper disk yang diletakkan di atas 

medium MHA pada cawan petri yang telah disebar suspensi bakteri uji yaitu 

Streptococcus mutans dan Pseudomonas aeruginosa. Setiap perlakuan diulang 

sebanyak tiga kali, setelah itu  diinkubasi pada suhu 37 ℃ selama 24 jam dan 

diukur diameter zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka sorong (Kursia 

et al., 2020) dan (Aqlinia et al., 2020). 

 

III.7.12 Pengukuran Zona Hambat 

Pengukuran zona hambat  bertujuan untuk mengukur zona hambat yang 

terbentuk, pada pengukuran ini menggunakan prosedur dari Toy et al., (2015). 

Zona hambat yang terbentuk diukur diameter vertikal dan diameter horizontal 

menggunakan jangka sorong dengan satuan mm. Diameter zona hambat dapat 

diukur dengan menggunakan rumus: 

 

(𝐷𝑉 − 𝐷𝐶) + (𝐷𝐻 − 𝐷𝐶)

2
 

Pengukuran zona hambat dapat dilihat pada Gambar 3.1: 

 

 

 

 

 

 

Gambar III.1  Pengukuran Diameter Zona Hambat 
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Keterangan: 

DV  : Diameter vertical 

DH  : Diameter horizontal 

DC  : Diameter cakram 

 

Tabel III.2 Kriteria Zona Hambatan Pertumbuhan (Erlyn, 2016). 

 

 

 

 

 

III. 13 Analisis Data 

Analisis data pada penelitian ini secara kualitatif yang dilakukan secara 

deskriptif berdasarkan jumlah isolat dan karakteristik morfologi bakteri 

endofit secara mikroskopis dan makroskopis yang disajikan dalam bentuk 

gambar sedangkan data kuantitatif dianalisis berdasarkan hasil pengukuran 

diameter zona hambat dan disajikan dalam bentuk tabel dari hasil uji aktivitas 

supernatan bakteri endofit terhadap bakteri Streptococcus mutans dan 

Pseudomonas aeruginosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Respon Hambatan Pertumbuhan Diameter 

 Zona Hambat 

Lemah ≤ 5 mm 

Sedang 5-10 mm 

Kuat 10-20 mm 

Sangat kuat ≥ 20 mm 



 

26 

 

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

IV.1  Hasil Penelitian 

IV.1.1 Karakterisasi Bakteri Endofit Daun Kemangi (Ocimum basillicum L). 

Berdasarkan hasil penelitian, isolasi bakteri endofit dari daun kemangi 

(Ocimum basillicum L.) yang telah dilakukan menghasilkan 6 isolat bakteri 

dengan nama isolat EO (Endofit Ocimum). Kemudian dilakukan terhadap 6 isolat 

tersebut identifikasi secara makroskopis. Pengamatan makroskopis dilakukan 

dengan melihat bentuk dan koloni yang terbentuk seperti pada isolat EO1 dan 

EO6 memiliki bentuk koloni berbenang-benang, pada EO2 dan EO4 memiliki 

bentuk koloni bulat, pada EO 3 memiliki bentuk koloni bulat titik dan pada EO5 

memiliki bentuk koloni seperti akar. Karakterisasi bakteri endofit dari 6 isolat ini 

dapat dilihat pada Tabel IV.1. 

Tabel IV.1. Karakterisasi Morfologi Bakteri Endofit Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) 

NO Isolat Bentuk Margin Elevasi Warna 

1. EO 1 Benang-benang Benang-benang Datar Krem 

2. EO 2 Bulat Rata Datar 
Krem 

transparan 

3. EO 3 Bulat titik Tidak beraturan Cembung Putih 

4. EO 4 Bulat Rata Datar Krem 

5. EO 5 Seperti akar Benang-benang Datar Krem 

6. EO 6 Benang-benang Benang-benang Datar Putih krem 

Keterangan EO: Endofit Ocimum  
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Adapun gambar morfologi koloni bakteri endofit kemangi dapat dilihat 

pada Gambar IV.1 di bawah ini: 

   

   

 

Setelah dilakukan identifikasi secara makroskopis terhadap 6 isolat 

tersebut kemudian dilanjutkan dengan identifikasi secara mikroskopis yang 

berupa uji pewarnaan Gram, uji pewarnaan endospora dan uji biokimia. Uji 

biokimia yang dilakukan berupa uji indol, motilitas, urease, simon sitrat, 

kebutuhan oksigen dan TSIA. Hasil uji pewarnaan Gram, uji endospora dan uji 

biokimia dapat dilihat pada Tabel IV.2:   

 

  

Gambar IV.1.Morfologi koloni bakteri endofit daun kemangi (Ocimum basillicum 

L.) a. Isolat EO 1, b. Isolat EO 2, c. Isolat EO 3, c. Isolat EO 3, d. 

Isolat EO 4, e. Isolat EO 5, f. Isolat EO 6. 

a b c 

d e f 
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Tabel  IV.2.  Uji Mikroskopis Bakteri Endofit Daun Kemangi  (Ocimum basillicum L.) 

Keterangan:  

EO : Endofit Ocimum  

AF : Anaerob fakultatif 

K/A : Kalis/Acid 

(-) : Negatif 

(+) : Positif 

NO Nama 

Isolat 

Bentuk 

Gram 

Indol Motilitas Katalase Urease Oksidase Simon 

Sitrat 

Kebutuhan 

Oksigen 

TSIA Endospora Genus 

1. EO 1 + - - + + + - AF K/A + Bacillus 

sp. 1  

2. EO 2 + - + + + + - AF K/A + Bacillus 

sp. 2 

3. EO 3 + - + + + + - AF K/A + Bacillus 

sp. 2 

4. EO 4 + - - + + + - AF K/A + Bacillus 

sp. 3 

5. EO 5 + - + + + + + AF K/A + Bacillus 

sp. 4 

6. EO 6 + - + + + + - AF K/A + Bacillus 

sp. 5 
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Berdasarkan tabel di atas, uji pewarnaan Gram didapatkan semua isolat 

bakteri berbentuk basil positif. Uji indol didapatkan hasil negatif pada semua 

isolat. Uji motilitas didapatkan dua isolat negatif motilitas dan sebagian isolat 

lainnya positif. Uji katalase dan uji urease menunjukkan hasil positif pada semua 

isolat. Uji simon sitrat didapatkan satu isolat positif sedangkan isolat yang lainnya 

negatif. Uji oksidase menunjukkan hasil positif pada semua isolat, uji kebutuhan 

oksigen yang menunjukkan semua isolat anaerob fakultatif dan pada uji TSIA 

didapatkan semua isolat dapat mengfermentasikan glukosa. Untuk uji pewarnaan 

endospora, hasil dari uji endospora pada semua isolat adalah positif memiliki 

endospora. Untuk gambar hasil pewarnaan Gram dan uji endospora dapat dilihat 

pada Gambar IV.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

b a 

Gambar IV.2. (a) Hasil pewarnaan gram dan (b) uji endospora pada 

isolat bakteri endofit daun kemangi (Ocimum basillicum 

L.) 
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Hasil dari identifikasi secara biokimia, 6 isolat bakteri endofit daun kemangi 

memiliki kemiripan dengan genus Bacillus sp. Identifikasi bakteri merujuk pada 

buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology dan beberapa literatur. 

Adapun karakterisasinya dapat dilihat pada Tabel IV.3 di bawah ini: 

Tabel IV.3. Karakterisasi Genus Bacillus sp. 

Genus Karakteristik 

Bacillus sp. Bentuk basil positif 

Endospora (+) 

Katalase (+/-) 

Motilitas (+/-) 

Indol (-) 

Oksidase (+/-) 

Urease (+/-) 

Simon sitrat (+/-) 

Glukosa (+/-) 

Laktosa (+/-) 

Sukrosa (+/-) 

Anaerob/anaerob fakultatif 

 

(Bergey’s, 1957) 

(Isnayanti, 2020) 

(Silalahi et al., 2020) 

(Iramadhan, 2018) 

(Baraga et al., 2020) 

(Aji dan Lestari, 2020) 
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IV.2.1 Hasil Uji Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun 

Kemangi (Ocimum basilicum L.) 

Hasil dari uji aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi 

terhadap bakteri Streptococcus mutans dan Pseudomonas aeruginosa 

menghasilkan hasil yang berbeda-beda. Aktivitas supernatan endofit kemangi 

terhadap Streptococcus mutans dikategorikan lemah dan sedang. Isolat EO 1, EO 

2, EO 3, dan EO 4 dikategorikan lemah sedangkan pada isolat EO 5 dan EO 6 

dikategorikan sedang. Untuk uji aktivitas supernatan terhadap Pseudomonas 

aeruginosa menghasilkan zona hambat dengan rata-rata rendah pada semua isolat. 

Data hasil zona hambatnya dapat dilihat pada Tabel IV.4 dan Tabel IV.5. 

Tabel IV.4. Hasil Uji Aktivitas Supernatan Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.) Terhadap Bakteri Streptococcus mutans 

Kode Isolat 

Diameter Zona Hambat 
Rata-

Rata 

(mm) 

Kriteria 

Zona 

Hambat 
Pengulangan 

1 2 3 4 

EO1 4.81 3.84 4.935 2.8 4.09 Lemah 

EO2 1.065 1.78 1.405 2.53 1.695 Lemah 

EO3 4.18 5.375 4.555 1.555 3.91 Lemah 

EO4 2.045 3.15 3.91 3.095 3.14 Lemah 

EO5 5.365 4.665 6.25 6.46 5.685 Sedang 

EO6 5.075 6.31 5.24 5.545 5.49 Sedang 

Kontrol 21.24 21,14 20.32 20,65 20,83 
Sangat 

Kuat 

Keterangan: EO: Endofit Ocimum 
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Tabel IV.5. Hasil Uji Aktivitas Supernatan Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.) Terhadap Bakteri Pseudomonas aeruginosa 

Kode Isolat 

Diameter Zona Hambat 
Rata-

Rata 

(mm) 

Kriteria 

Zona 

Hambat 

Pengulangan 

1 2 3 4 

EO1 2.675 3.905 3.81 2.955 3.33 Lemah 

EO2 5.675 4.31 2.045 1.645 3.41 Lemah 

EO3 4.19 2.035 1.93 2.68 2.708 Lemah 

EO4 3.065 2.935 2.59 3.555 3.036 Lemah 

EO5 2.095 3.165 2.34 1.885 2.37 Lemah 

EO6 3.45 2.89 2.29 2.685 2.82 Lemah 

Kontrol 8,13 8.00 7,826 6,057 7,503 Sedang 

Keterangan: EO: Endofit Ocimum 

 

Hasil uji aktivitas supernatan bakteri endofit daun kemangi (Ocimum 

basillicum L.) terhadap bakteri Streptococcus mutans dan Pseudomonas 

aeruginosa dapat dilihat pada Gambar IV.3. 

 

 

  

  

Gambar IV.3.Hasil Uji Aktivitas Supernatan Pada Bakteri Uji a. 

Streptococcus mutans pada isolat EO 5 dan b. 

Pseudomonas aeruginosa pada isolat EO 1 

K + 

Supernatan 

K - 

a 

K + 
K - 

b 

Supernatan 
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IV.2 Pembahasan 

IV.2.1 Karakterisasi Bakteri Endofit Daun Kemangi (Ocimum basillicum L.) 

Berdasarkan hasil penelitian sampel daun kemangi yang diambil adalah 

jenis daun yang muda. Karena pada daun yang muda belum terjadi penurunan 

kandungan senyawa bioaktif dibandingkan dengan daun tua (Febriyanti, 2020). 

Pada saat isolasi bakteri endofit adanya penambahan nistatin sebagai antijamur  

pada media nutrien agar. Hal ini bertujuan untuk menghindari adanya 

pertumbuhan jamur kontaminan pada media (Sagita et al., 2017). Hasil dari isolasi 

bakteri endofit daun kemangi diperoleh enam isolat yang berbeda.  

Karakteristik bakteri endofit daun kemangi yang didapat memiliki 

morfologi koloni bakteri yaitu bulat, berbenang-benang dan akar-akar. Elevasinya 

berbentuk datar dan cembung, memiliki tepian yang tidak beraturan, berbenang-

benang dan rata serta memiliki warna yang berbeda yaitu putih, putih krem, krem 

dan krem transparan. Penelitian sebelumnya telah berhasil dilakukan oleh 

Pulungan dan Tumanggar (2018) memperoleh 5 isolat dari isolasi bakteri endofit 

pada daun buas-buas. Sedangkan penelitian yang telah dilakukan oleh Kurniasih 

(2021) yang mengisolasi bakteri endofit dari daun tanaman nampu (Homalomena 

javanica V.A.V.R) didapatkan 10 isolat yang berbeda.  

Hasil dari karakterisasi morfologi dan pewarnaan Gram dilanjutkan dengan 

identifikasi uji biokimia. Uji biokimia yang diperoleh pada uji motilitas terdapat 

dua isolat yang negatif motilitas  yaitu isolat EO 1 dan EO 4 ditandai dengan tidak 

adanya pergerakan bakteri pada media sedangkan isolat EO 2, EO 3, EO 5 dan EO 

6 positif motilitas yang ditandai adanya pergerakan bakteri pada media. Menurut 

Panjitan et al., (2020) bakteri yang positif motilitas ditandai dengan adanya 

pergerakan bakteri dengan alat gerak berupa flagella. Sedangkan bakteri yang 

negatif motilitas tidak adanya pergerakan bakteri pada bekas tusukan (Detha et al., 

2019).  

Uji indol yang telah dilakukan pada penelitian ini adalah semua isolat 

hasilnya negatif yaitu tidak terbentuk cincin merah setelah ditetesi larutan reagen 

kovac’s. Tujuan dilakukannya uji indol untuk mengetahui bakteri dalam 

membentuk enzim triptopanase (Banna dan Arifuddin, 2021). Penelitian dari 

Ihsan et al., (2021) menyatakan bahwa indol yang negatif ditandai dengan tidak 
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terbentuknya lapisan berwarna merah karena bakteri tidak bisa menggunakan 

indol sebagai sumber karbon. Sedangkan jika indol positif ditandai dengan 

terbentuknya cincin merah setelah ditetesi reagen kovac’s. Adanya cincin merah 

yang terbentuk dikarenakan indol bereaksi dengan aldehida (Gunawan et al., 

2022).  

Uji katalase dan uji urease pada penelitian ini semua isolat hasilnya positif. 

Uji katalase positif ditandai dengan adanya gelembung udara setelah ditetesi 

larutan H2O2 (hidrogen peroksida). Seperti penelitian Hala dan Arifin (2021) yang 

mendapatkan hasil uji katalase positif pada semua isolat. Menurut penelitian 

Mailoa et al., (2020) adanya gelembung gas karena dari pembentukan gas oksigen 

(O2) dari pemecahan H2O2 oleh aktivitas enzim katalase yang dihasilkan oleh 

bakteri. Pada uji urease hasil yang didapat pada penelitian ini adalah semua isolat 

hasilnya  positif yang ditandai dengan berubahnya media menjadi warna merah 

muda. Uji urease bertujuan untuk mengetahui kemampuan suatu bakteri dalam 

mendengradasi urea dengan menghasilkan enzim urease. Berubahnya media 

menjadi merah muda karena bakteri memiliki enzim yang dapat menghidrolisis 

urea menjadi karbondioksida dan ammonia (Azizah, 2020).  

Hasil uji oksidase pada penelitian ini adalah positif pada semua isolat. Pada 

penelitian Mahyaruddin et al., (2021) telah melakukan uji oksidase pada isolat 

potensial menghasilkan positif oksidase pada semua isolat. Penelitian Serdani et 

al., (2018) juga melakukan uji oksidase dan memperoleh hasil positif.  Kemudian 

hasil uji simon sitrat pada penelitian ini menghasilkan satu isolat yang positif 

sitrat yaitu EO 5 sedangkan lima isolat yang lain yaitu EO1, EO 2, EO 3, EO 4 

dan EO 6 negatif sitrat. Hasil positif ditandai dengan berubahnya warna media 

dari warna hijau menjadi berwarna biru hal ini karena bakteri dapat menggunakan 

sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon dan energi (Prihanto et al., 2017). 

Uji kebutuhan oksigen pada penelitian ini memperoleh hasil uji yaitu anaerob 

fakultatif pada semua isolat. Bakteri anaerob fakultatif adalah bakteri yang dapat 

hidup dalam kondisi yang baik tanpa adanya oksigen tetapi dapat hidup dalam 

kondisi yang membutuhkan oksigen (aerob). Hal ini karena bakteri tersebut dapat 

mengubah hidrogen peroksida menjadi oksigen saat proses metabolisme yang 

disebabkan oleh enzim katalase pada bakteri (Sari et al., 2018). Uji TSIA pada 
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penelitian ini memperoleh hasil yaitu semua isolat dapat memfermentasi glukosa. 

Hasil uji positif fermentasi glukosa ditandai dengan berubahnya warna media 

pada bagian slank yaitu berwarna kuning dan butt berwarna merah. Hal ini seperti 

penelitian yang telah dilakukan oleh Hartanti (2020) memperoleh hasil uji TSIA 

yang dapat memfermentasi glukosa pada semua isolat. Hasil uji pewarnaan 

endospora yang telah dilakukan pada enam isolat bakteri endofit daun kemangi 

adalah positif memiliki endospora. Menurut penelitian Baraga et al., (2020) 

pengujian endospora dilakukan untuk memastikan bakteri yang didapat adalah 

genus dari Bacillus dan hasil penelitiannya terhadap uji endospora pada isolat 

bakteri endofit tanaman kunyit adalah positif endospora. Pewarnaan endospora 

bertujuan untuk mengetahui bakteri yang dapat menghasilkan endospora. Bakteri 

yang menghasilkan endospora akan berwarna hijau karena spora akan mengikat 

malachite green dan tidak akan luntur ketika ditetesi larutan safranin (Fitria, 

2021).  

Berdasarkan identifikasi karakterisasi morfologi secara makroskopis dan 

mikroskopis serta uji biokimia, enam isolat bakteri endofit daun kemangi diduga 

memiliki kemiripan dengan genus Bacillus sp. Hal ini seperti penelitian Silalahi et 

al., (2020) yang berhasil mengisolasi bakteri endofit dari daun dan batang 

tanaman jeruk siam (Citrus nobilis var. microcarpa) memperoleh karakteristik 

genus Bacillus sp. Iramadhan (2018) juga melaporkan bahwa hasil dari isolasi 

bakteri endofit dari akar tanaman pletekan (Ruellia tuberosa L) memperoleh 

karakteristik genus yaitu genus Bacillus sp, Corynebacterium spp. dan 

Lactobacillus spp. Wu et al., (2021) menyatakan bahwa genus Bacillus sp. 

merupakan genus yang banyak diperoleh dari hasil isolasi tanaman obat yaitu 

sekitar 86 jenis tanaman dari 40 famili. Genus tersebut dapat mempengaruhi 

pertumbuhan, ketahanan terhadap stres dan metabolisme tanaman. 

Karakterisasi genus Bacillus menurut buku Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (1957) ialah memiliki bentuk sel basil/batang, Gram 

positif, katalase positif dan berendospora. Endospora merupakan ciri khas genus 

Bacillus yang membedakan dari genus yang lain. Endospora dapat membentuk 

spora dan akan bekerja sebagai pertahanan diri pada saat kondisi buruk (Zulkifli et 

al., 2018). Menurut Isnayanti (2020) ciri-ciri karakteristik bakteri yang mengarah 
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ke genus Bacillus sp. adalah bakteri basil positif, memiliki endospora, katalase 

positif, urease positif, motilitas positif, indol negatif, simon sitrat positif dan dapat 

memproduksi glukosa. Secara morfologi salah satu karakterisasi genus Bacillus 

yaitu memiliki koloni dengan permukaan cembung dan datar (Puspita et al., 

2017). 

Bakteri endofit awalnya berasal dari adanya asosiasi mikroba tanah atau 

rhizosfer pada tanaman dan tidak menyebabkan bahaya bagi tanaman. Bakteri 

rhizosfer dapat masuk ke dalam jaringan tanaman melalui stomata, lentisel, akar 

ataupun rambut akar. Kemudian bakteri yang masuk berkolonisasi di dalam sel-

sel tanaman dan juga pada pembuluh vaskular. Pertumbuhan koloni bakteri 

endofit paling banyak terdapat pada bagian akar dan semakin berkurang dari 

batang hingga ke daun (Tangapo, 2020). Pada daun bakteri endofit dapat 

berkolonisasi di sel epidermis atas, sel mesofil palisade, pembuluh xilem serta 

ruang antar sel lapisan mesofil. Jumlah koloni pada bakteri endofit akan semakin 

berkurang jika sudah berada pada organ reproduksi seperti bunga, buah dan biji 

(Liu et al., 2017). 

Bakteri endofit memiliki peran yang menguntungkan bagi tanaman yaitu 

dapat memproduksi fitohormon berupa hormon AIA (Asam Indol Asetat) yang 

berperan dalam pertumbuhan (Aji dan Lestari, 2020). Selain itu bakteri endofit 

dapat dijadikan sebagai pengendalian hayati pada tanaman, salah satu genus 

bakteri endofit yang dapat dijadikan sebagai agen pengendalian hayati adalah 

Bacillus sp. Hasil riset dari Saputra et al., (2015) menyatakan bahwa penggunaan 

genus Bacillus spp. dapat dijadikan sebagai agen pengendalian hayati terhadap 

bakteri penyebab layu pada tanaman dan dari hasil penelitiannya bahwa genus 

Bacillus spp. dapat menghambat pertumbuhan bakteri penyebab layu pada 

tanaman dengan baik. Flori et al., 2020 juga menambahkan bahwa bakteri yang 

berasal dari genus Bacillus dikenal sebagai bakteri yang memiliki kemampuan 

untuk menghasikan antibakteri dari metabolit sekundernya.  
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IV.2.2 Aktivitas Supernatan Bebas Sel Bakteri Endofit Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) Terhadap Bakteri Streptococcus mutans ATCC 25175 dan 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853   

Bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup didalam jaringan tanaman 

dan memiliki hubungan simbiosis yang saling menguntungkan dengan tanaman 

inang (Santos et al., 2018). Bakteri endofit dapat menghasilkan metabolit 

sekunder dengan berat molekul yang lebih rendah, dihasilkan secara ektrakseluler 

dan dapat diekskresikan oleh sel mikroba (Sigh et al., 2017; Pinu dan Boas, 

2017). Metabolit sekunder dapat diperoleh dengan cara disentrifugasi dan 

menghasilkan supernatan bebas sel. Supernatan bebas sel adalah hasil dari proses 

sentifugasi yang menghasilkan bobot jenis yang rendah dari pada pelet (sel 

bakteri) (Naufal et al., 2017). Supernatan bebas sel memiliki senyawa antibakteri 

yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri patogen yaitu dengan menyerang 

langsung pada dinding sel bakteri (Wulansari et al., (2019).  

Hasil dari pengujian aktivitas supernatan bebas sel bakteri bakteri endofit 

daun kemangi (Ocimum basillicum L.) memiliki aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri Streptococcus mutans ATCC 27853 dan Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853  dengan ditandai adanya zona hambat yang terbentuk setelah masa inkubasi 

selama 24 jam. Dari hasil pengujian yang dilakukan pada enam isolat supernatan 

bebas sel terhadap bakteri S. mutans ATCC 27853 diketahui bahwa isolat EO5 dan 

EO6 menghasilkan zona hambat paling baik dengan rata-rata sedang. Sedangkan 

pada isolat EO1, EO2, EO3 dan EO4 menghambat dengan kriteria lemah. Hal ini 

seperti penelitian yang telah dilakukan oleh Susanti (2021) menyatakan aktivitas 

supernatan bebas sel dari bakteri endofit tanaman lidah buaya (Aloe vera) 

menghasilkan zona hambat dengan kriteria sedang dan lemah terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Propiniobacterium acnes. Penelitian serupa juga 

dilakukan oleh Ramadhanty et al., (2021) menyatakan bahwa aktivitas antibakteri 

dari supernatan bebas sel bakteri endofit dari tumbuhan mangrove (Avecennia 

marina) mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan Salmonella 

typhy dengan kategori sedang dan kuat. 
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Hasil aktivitas supernatan bebas sel terhadap bakteri P. aeruginosa ATCC 

27853, semua isolat menunjukkan adanya aktivitas antibakteri dengan zona 

hambat yang rata-rata lemah. Penelitian dari Aqlinia et al., (2020) memperoleh 

aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit dari tanaman Bangle (Zingiber 

cassumunar Roxb) dengan zona hambat lemah. Hal ini dikarenakan kemampuan 

setiap bakteri endofit dalam memproduksi metabolit sekunder sebagai antibakteri 

berbeda-beda. Menurut Aryani et al., (2020) zona hambat yang dikategorikan 

lemah dari hasil aktivitas metabolit sekunder bakteri endofit kemungkinan mampu 

menghasilkan senyawa antibakteri tetapi dalam jumlah yang sedikit. Untuk hasil 

kontrol positif menghasilkan zona hambat dengan rata-rata sedang, kuat dan 

sangat kuat. Kriteria zona hambat yang didapat merujuk pada respon hambatan 

oleh Erlyn (2016) yang membagi menjadi empat kategori yaitu, pada 

penghambatan lemah berkisar (≤ 5 mm), sedang (5-10 mm), kuat (10-20 mm) dan 

sangat kuat (≥ 20 mm).  

Berdasarkan hasil uji aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun 

kemangi didapatkan hasil isolat potensial yaitu EO5 dan EO6 dengan kategori 

zona hambat sedang. terhadap S. mutans. Dari hasil penelitian sebelumnya yang 

telah dilakukan oleh Oktavia dan Pujiyanto, (2018) tentang isolasi dan uji 

antagonis bakteri endofit tapak dara (Catharanthus roseus, L) menghasilkan zona 

hambat dengan kategori lemah pada semua isolat terhadap bakteri Escherichia 

coli dan Staphylococcus aureus. Penelitian yang serupa juga telah dilakukan oleh 

Setianah et al., (2021) tentang aktivitas antibakteri isolat bakteri endofit asal daun 

ciplukan (Physalis angulata L.) menghasilkan zona hambat yang lemah pada 

semua isolat terhadap bakteri E. coli dan S. aureus. Dari hasil tersebut bahwa 

penggunaan supernatan bebas sel sebagai antibakteri lebih baik dibandingkan 

hanya menggunakan aktibakteri endofit saja. 

Dari hasil uji aktivitas supernatan bebas bakteri endofit dan kemangi, dua 

isolat potensial EO5 dan EO6 menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri S. mutans. Bakteri endofit dapat menghasilkan metabolit sekunder yang 

sama dengan inangnya (Aqlinia, 2020). Senyawa metabolit sekunder yang 

dimiliki oleh bakteri endofit daun kemangi yaitu flavonoid, alkaloid, saponin, 
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tanin dan steroid (Kusumastuti et al., 2021). Flavonoid bekerja sebagai antibakteri 

dengan merusak dinding sel dan menyebabkan sel bakteri mati (Purnamaningsih 

dan Supadmi, 2020). Alkaloid memiliki sifat toksisitas yaitu dapat merusak 

membran sel bakteri. Sifat antibakteri senyawa saponin akan meningkatkan 

permeabilitas sel sehingga menyebabkan sel bakteri menjadi lisis atau pecah, 

sedangkan senyawa steroid memiliki antibakteri dengan menghambat sintesis 

protein pada bakteri (Manurung et al., 2021 dan Oktavia et al., 2018). Senyawa 

tanin memiliki sifat antibakteri dengan menyebabkan denaturasi protein sehingga 

metabolisme bakteri akan terganggu (Ballo et al., 2021).  

Perbedaan zona hambat isolat EO5 dan EO6 yang dihasilkan oleh aktivitas 

supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi terhadap bakteri S. mutans 

lebih baik dibandingkan dengan aktivitas supernatan bebas sel pada bakteri P. 

aeruginosa. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan antara struktur penyusun 

dinding sel bakteri Gram positif dan Gram negatif (Wulansari et al., 2019). 

Bakteri Gram positif memiliki dinding sel membran plasma tunggal yang dilapisi 

dinding sel berupa peptidoglikan sedangkan bakteri Gram negatif memiliki 

lapisan dinding yang tebal yaitu terdapat membran plasma yang dilapisi oleh 

membran luar permeabel. Diantara dua lapisan membran tersebut terdapat dinding 

sel yang tebal yaitu peptidoglikan, hal ini lah yang membuat bakteri Gram positif 

lebih mudah dihambat (Ulfah, 2020). 

Aktivitas antibakteri yang berasal dari supernatan bebas sel dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri Gram negatif dan Gram positif dengan 

signifikan. Dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen, antibakteri 

supernatan bebas sel dapat menyebabkan bakteri lisis dengan merusak membran 

sel pada bakteri patogen (Kim et al., 2020). Hasi riset Kim et al., 2022 

menyatakan bahwa antibakteri supernatan bebas sel probiotik Lactobacillus brevis 

dapat mengobati adanya plak pada gigi. Zat antibakteri yang dihasilkan oleh 

supernatan bebas sel tersebut dapat membunuh pertumbuhan bakteri Gram positif 

dengan cara mengganggu membran sel dan menghambat pertumbuhannya dengan 

menurunkan pH serta menghambat sintetis DNA. Dengan demikian supernatan 
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bebas sel dapat dijadikan sebagai agen antibakteri yang memiliki sifat antibakteri 

yang baik dalam menghambat bakteri patogen. 

Aktivitas supernatan bebas sel yang memperoleh hasil lemah diakibatkan 

oleh beberapa hal yaitu, pemberian suspensi larutan supernatan sebanyak 20 µL 

yang tidak seimbang dengan penggunaan kloramfenikol sebesar 30 µg. Sehingga 

supernatan bebas sel bakteri endofit kemangi tidak terserap semua oleh paper disk 

dan sedikit berdifusi ke dalam media. Selain itu pemilihan jenis daun dapat 

mempengaruhi jumlah metabolit yang akan dihasilkan, sebaiknya memilih jenis 

daun yang sudah optimum dalam memperoleh metabolit sekunder.  

Kemudian aktivitas lemah juga dapat dipengaruhi pada saat sentrifugasi 

untuk memperoleh supernatan bebas sel tidak menggunakan suatu senyawa kimia 

untuk menghancurkan sel-sel bakteri. Sel bakteri biasanya dihancurkan dengan 

menggunakan senyawa kimia seperti EDTA (Ethylen Diamnine Tetra Acetic), 

lisozim, SDS (Sodium Dodecyl Sulphat) dan ACK (Ammonium Choride 

Pottasium). Penggunaan senyawa kimia tersebut bertujuan untuk memperoleh 

supernatan murni yang terbebas dari sel-sel bakteri. Selain itu supernatan bebas 

sel mengandung protein yang sebagian besar protein ini akan rusak jika tidak 

sesuai dengan lingkungannya sehingga untuk menjaga fungsi dan struktur dari 

protein tersebut dilakukannya sentrifugasi dengan menggunakan suhu rendah 

yaitu 4 ℃  (Nurhayati dan Darmawati, 2017). Pada penelitian ini, kandungan 

supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi tidak lakukan skrining 

fitokimia sehingga belum diketahui kandungan senyawa apa saja yang terdapat.  

Antibiotik pada penelitian ini menggunakan antibiotik kloramfenikol 

sebagai kontrol positif. Kloramfenikol adalah salah satu antibiotik yang 

mekanisme kerjanya menggunakan protein sebagai sumber energi dan mensintesis 

DNA. Bakteri akan terus menggunakan sumber daya yang tersedia 

dilingkungannya untuk menghasilkan bakteri baru, seperti protein yang baru akan 

diproduksi dengan melibatkan sintesis mRNA dari gen DNA dan protein 

selanjutnya dari tempat mRNA. Proses ini sangat penting untuk pertumbuhan dan 

muktiplikasi bakteri. kloramfenikol memiliki spektrum yang luas terhadap 

berbagai jenis bakteri (Anggita et al., 2022). 
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BAB V 

PENUTUP 

V.1  Kesimpulan  

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa: 

1. Karakteristik bakteri endofit daun kemangi (Ocimum basillicum L.) 

didapatkan enam isolat yang memiliki kemiripan dengan genus Bacillus 

sp. (EO1, EO2, EO3, EO4, EO5 dan EO6). 

2. Hasil uji aktivitas supernatan bebas sel bakteri endofit daun kemangi 

memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Streptococcus mutans 

dikategorikan sedang pada isolat potensial EO5 dan EO6 sebesar 5,69 mm 

dan 5.50 mm sedangkan pada bakteri Pseudomonas aeruginosa 

dikategorikan lemah pada semua isolat.  

 

V.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian penulis menyarankan: 

1. Menggunakan jenis daun yang memiliki metabolit sekunder yang lebih 

banyak. 

2. Menggunakan suspensi larutan (µL) supernatan bebas sel yang seimbang 

dengan antibiotik yang digunakan untuk diteteskan pada paper disk 

sehingga memperoleh hasil uji aktivitas yang baik. 

3. Menggunakan larutan untuk penghancur sel-sel bakteri pada saat 

disentrifugasi sehingga memperoleh supernatan bebas sel yang murni. 

4. Melakukan uji skrining fitokimia supernatan bebas sel pada bakteri 

endofit daun kemangi. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1 Alur Penelitian 

  Isolasi Bakteri Endofit Daun 

Kemangi (Ocimum sanctum) 

Pemurnian Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum 

sanctum) 

Identifikasi Morfologi Secara 

Makroskopis dan Mikroskopis 

Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum sanctum) 

Karakterisasi Genus Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum sanctum) 

Produksi Metabolit Sekunder 

Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum sanctum) 

Peremajaan Bakteri Uji 

Streptococcus mutans ATCC 

25175 dan Bakteri Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 

Pembuatan Suspensi Bakteri 

Uji Streptococcus mutans 

ATCC 25175 dan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

Sentrifugasi dan Penyaringan 

Metabolit Sekunder Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum sanctum) 

Uji Aktivitas Supernatan Bebas Sel 

Bakteri Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum sanctum) 

Hasil Zona Hambat  

Analisis Data  
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Sampel Segar Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.) 

Proses Sterilisasi Permukaan 

Daun Kemangi 

Hasil Gerusan Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.) 

Proses Isolasi Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) Secara Spread 

Plate 

Penuangan Media NA Proses Peremajaan Isolat 

Bakteri Endofit Daun 

Kemangi (Ocimum basillicum 

L.) 

Hasil Peremajaan Bakteri 

Streptococcus mutans ATCC 

25175 

Lampiran 2 Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Isolat Bakteri 

Streptococcus mutans 

ATCC 25175 

Isolat Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 
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Hasil Peremajaan Bakteri 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

Hasil Uji Simons Sitrat 

Hasil Uji Oksidase Hasil Uji Katalase 

Hasil Uji Kebutuhan 

Oksigen 

Hasil Uji Urease 

Sentrifugasi Metabolit 

Sekunder Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) 

 

  

Hasil Uji TSIA 

Hasil Uji Indol Hasil Uji Motilitas 

EO 1 EO 2 

EO 6 EO 5 EO 4 

EO 3 
EO 1 EO 2 EO 3 

EO 4 EO 5 EO 6 

Pembuatan Metabolit 

Sekunder Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) 

Shaker Metabolit Sekunder 

Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.)  
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Hasil Sentrifugasi 

Bakteri Endofit Daun 

Kemangi (Ocimum 

basillicum L.)  

Pengukuran Hasil Uji Aktivitas 

Supernatan Bebas Sel Bakteri 

Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.)  

Uji Aktivitas Supernatan 

Bebas Sel Bakteri Endofit 

Daun Kemangi (Ocimum 

basillicum L.) 

 

 

 

  

Pemisahan Antara 

Supernatan dan Pelet Dengan 

Menggunakan Filter 

Membran 

Supernatan Bebas Sel Bakteri 

Endofit Daun Kemangi 

(Ocimum basillicum L.)  
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Lampiran 3 Rumus Pengulangan Uji Aktivitas 

 

(Rumus Pengulangan) 

Pengulangan menggunakan rumus Federer, sebagai berikut: 

(t-1) (r-1) ≥ 15 

(6-1) (r-1) ≥ 15 

5 (r-1) ≥ 15 

5r-5 ≥ 15 

5r ≥ 15+5 

5r ≥ 20 

r = 4 
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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 (39,44 gr) 199.700 

2. Media TSIA (8,6 gr) 43.000 

3. Media SIM (6,03 gr) 30.150 

4. Media SCA (2,43 gr) 13.365 

5. Media MHA (64,6 gr) 355.300 

6. Media TSA (4,8 gr) 28.800 

7. Media NB (13 gr) 65.000 

8. Kristal Violet (2 ml) 4.000 

9. Safranin (4 ml) 8.000 

10. Reagen Kovack (2 ml) 26.000 

11. Alkohol 96% (3 ml) 1.500 

12. H2O2 (2 ml) 6.000 

13. Malachite Green 6.000 

14. Kloramfenikol (100 disc) 300.000 

15. Oxidase Strip (2 lembar) 116.000 

16. Shaker 15.000 

17. Tube Sentrifuge 10 ml 50.000 

18. Sentrifuge 150.000 

19. Cotton Swab  Steril 10.000 

 Total 1.433.815 
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