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Potensi Isolat Bakteri Endofit Kulit Batang Bakau Rhizopora
mucronata sebagai Penghasil Antibakteri terhadap Bakteri
Eschericia coli ATCC 25922 dan Staphylococcus aureus ATCC
25923

Maya Anggraini Sembiring
14640033

ABSTRAK

Rhizopora mucronata merupakan mangrove jenis bakau hitam yang secara
etnobotani telah digunakan sebagai tanaman obat. Bakteri endofit merupakan
bakteri yang menghuni suatu jaringan hidup tanaman tanpa menimbulkan efek
negatif terhadap inangnya. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri
endofit dari kulit batang R. mucronata yang berpotensi sebagai penghasil senyawa
antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus. Tahapan
penelitian ini meliputi isolasi bakteri endofit, purifikasi isolat bakteri, seleksi
potensinya sebagai penghasil antibakteri terhadap E. coli dan S. aureus dengan
metode Paper Disc Diffusion, produksi metabolit sekunder, dan identifikasi
bakteri endofit yang potensial dengan metode Profile Matching. Penelitian
menghasilkan 7 isolat bakteri endofit dari kulit batang R. mucronata yaitu 5 isolat
bakteri dari batang tua dan 2 isolat bakteri dari batang muda. Isolat yang
berpotensi sebagai penghasil antibakteri yaitu IBT 4 dan IBM 1 yang keduanya
diketahui menghasilkan alkaloid dan saponin serta diduga merupakan anggota
dari genus Bacillus.

Kata kunci: Bakteri endofit, R mucronata, antibakteri, Eschericia coli,
Staphylococcus aureus
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Mangrove merupakan formasi tumbuhan pantai yang khas di sepanjang
pantai tropis dan sub tropis. Formasi mangrove merupakan perpaduan antara
daratan dan lautan (FAO, 1994). Mangrove menempati luasan area yang luas di
Indonesia yaitu sekitar 42.550 km? atau mencapai 25% dari total luas hutan
mangrove di seluruh dunia. Ekosistem mangrove merupakan suatu sistem yang
terdiri atas berbagai tumbuhan, hewan, dan mikroba yang berinteraksi dengan
lingkungannya (SNM, 2003). Formasi hutan mangrove terdiri dari empat genus
utama, yaitu Avicennia, Sonneratia, Rhizophora, dan Bruguiera (Chapman, 1992;
Nybakken, 1993).

Rhizopora mucronata memiliki daerah penyebaran paling luas, yaitu
meliputi 16 lokasi di pesisir Jawa Tengah. Hal ini boleh jadi disebabkan bentuk
propagul R. mucronata jauh lebih besar dengan cadangan makanan lebih banyak,
sehingga spesies ini memiliki kesempatan hidup lebih tinggi serta dapat
disebarkan oleh arus laut secara lebih luas (Setyawan, 2005). Penelitian Firaswan
et al. (2017) mengenai kemelimpahan mangrove di laguna muara sungai
Bogowonto Kulon Progo menyatakan bahwa R. mucronata merupakan spesies
pendatang yang paling banyak ditemukan dan spesies ini mampu beradaptasi
dengan berbagai tingkat salinitas karena banjir pasang surut setiap hari dan air
yang stagnan saat musim kemarau. Menurut Robertson dan Alongi (1992), spesies

R. mucronata merupakan spesies yang mudah diperbanyak serta tumbuh dengan



cepat. Selain itu, spesies ini bergenerasi dari sel vivipar dan mudah berkembang
meski masih menempel pada pohon (Hutchison, 2014). Vivipar merupakan
strategi sejarah kehidupan yang dapat membantu mangrove mengatasi berbagai
salinitas dan seringnya banjir di lingkungan internal, dan meningkatkan
kemungkinan bibit akan bertahan.

Mangrove memiliki adaptasi yang sangat khusus yang memungkinkan
mereka hidup di perairan garam. Tumbuhan ini menghasilkan metabolit baru yang
unik untuk lingkungan dengan berbagai fungsi ekonomi dan lingkungan yang
penting (Bandarnayake, 2002). Terdapat beberapa kelompok mikroba yang
biasanya hadir dalam ekosistem mangrove (Holguin et al, 2001) dan mereka
melakukan kegiatan yang beragam termasuk fotosintesis, fiksasi nitrogen, dan
metanogenesis (Das et al, 2006). Bakteri endofit merupakan salah satu bakteri
yang menghuni suatu jaringan hidup tanaman tanpa menimbulkan efek negatif
terhadap inang (Bahi dan Anizar, 2013).

Setiap spesies tanaman yang ada di bumi dianggap menjadi tuan rumah
untuk satu atau lebih endofit. Sekitar 300.000 spesies tanaman diketahui
merupakan inang endofit (Strobel et al, 2004) dengan berbagai bentuk hubungan
seperti simbiosis mutualistik (Aly et al, 2011). Meskipun ekosistem mangrove
kaya dengan keanekaragaman mikroba, baru sekitar 5% dari spesies mikroba
endofit yang telah diketahui peran lingkungan dan potensi teknologinya (Thatoi et
al, 2013). Endofit dapat berperan sebagai perangsang pertumbuhan tanaman dan
meningkatkan hasil melalui produksi fitohormon dan penyedia hara, sebagai

penetral kontaminan tanah sehingga meningkatkan fitoremidiasi, dan agensia



pengendali hayati. Magnani et al, (2010) menemukan Enterobacter dan Kluyvera
ascorbata SUD165 pada Saccharum sp. yang mampu merangsang pertumbuhan
tanaman dan resisten terhadap logam berat. Selain itu, Ghimire dan Hyde, (2004)
dalam ulasannya mencatat beberapa fungsi endofit lain yaitu dapat mengurangi
infeksi nematoda, meningkatkan ketahanan tanaman terhadap stres, dan
memproduksi metabolit sekunder, seperti alkaloid, flavonoid, terpenoid, tanin,
lolitrems, steroid, dan kelompok tertraenone.

Mangrove sebagai tanaman inang dari bakteri endofit telah memiliki syarat
baik berdasarkan pengaruh lingkungan yaitu mampu bertahan hidup dalam
lingkungan dengan kadar salinitas tinggi karena selalu terendam air laut, serta
telah memiliki sejarah secara etnobotani dengan menghasilkan senyawa metabolit
sekunder yang dimanfaatkan sebagai antibakteri, antiinflamasi, antioksidan, dan
antivirus (Wibowo et al, 2009). Beberapa penelitian yang dilakukan terhadap
tumbuhan mangrove juga menunjukkan bahwa ekstrak akar, batang, daun, dan
buah memiliki aktivitas antibakteri. Ravikumar et al, (2010) dan Abeysinghe et al,
(2006) telah menunjukkan aktivitas antibakteri ekstrak tumbuhan mangrove
terhadap beberapa bakteri Gram-positif dan Gram-negatif.

Penelitian yang telah dilakukan oleh Nurdiani et al. (2012) menyatakan
bahwa kulit batang R. mucronata mengandung terpenoid dan tanin. Senyawa-
senyawa metabolit sekunder tersebut menjadi indikator terhadap potensi aktivitas
antibakteri kulit batang R.mucronata. Disamping itu, kulit batang secara luas
memiliki potensi sebagai penghambat pertumbuhan bakteri yang kompetitif

(Nurdiani et al, 2012). Keberadaan bakteri endofit tidak menyebabkan kerugian



terhadap tanaman inangnya, tetapi justru dapat melindungi inang dari faktor di
luar tanaman. Perlindungan yang diberikan oleh bakteri ini disebabkan oleh
adanya simbiosis tanaman dengan bakteri endofit. Beberapa penelitian telah
diperoleh suatu dugaan bahwa adanya hubungan antara bakteri endofit dan
tumbuhan inang sehingga terbentuk metabolit sekunder tertentu (Kumala, 2014).
Selain  mengkaji sumberdaya tumbuhan dan hewan, Islam juga
menganjurkan untuk mengkaji sumberdaya makhluk lain seperti bakteri dan jamur
dengan ukuran yang sangat kecil lainnya, Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-

Bagoroh ayat 26 :

A s ps B s S E &~ & E

g U g L Ses O OF o VA 5;

“Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk
atau yang lebih rendah dari itu .....”(Q.S Al-Bagoroh: 26).

Ayat di atas lafadz famaa faugohaa (“atau yang lebih rendah dari itu)
pada ayat di atas maksudnya adalah apa yang melebihi nyamuk dari segi makna
dan fisik, hal ini karena nyamuk merupakan makhluk kecil dan tidak berarti
(Hawwa, 2000 : 121). Sedangkan hewan yang lebih kecil dari pada nyamuk yaitu
mikroba. Mikroba umumnya lebih banyak merugikan, tetapi sekali lagi segala
sesuatu yang diciptakan Allah SWT di bumi ini tidaklah sia-sia. Mikroba ada
yang merugikan tetapi tidak sedikit juga yang dapat memberi manfaat untuk
kehidupan manusia, salah satunya adalah mikroba endofit yang hidup pada
jaringan tanaman dan dapat menghasilkan zat antibiotik yang dapat dimanfaatkan

sebagai obat.



Adanya hubungan simbiosis antara bakteri endofit dan tumbuhan inang
sehingga membentuk metabolit sekunder tertentu serta kemampuan dalam
memelihara hubungan dengan tanaman inangnya merupakan peluang yang sangat
besar dalam menemukan sumber obat baru. Namun demikian, komunitas bakteri
endofit mangrove masih sedikit diteliti, padahal tanaman ini menawarkan
kesempatan besar untuk menemukan senyawa baru. Hal ini karena bakteri
merupakan organisme yang mudah ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang
pendek, dan dapat menghasilkan senyawa bioaktif dalam jumlah besar dengan
metode fermentasi (Prihatiningtias dan Wahyuningsih, 2011). Oleh karena itu,
bakteri endofit yang diperoleh dari kulit batang R. mucronata berpotensi dalam
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Uji antibakteri dilakukan terhadap
bakteri E. coli dan S. aureus yang merepresentasikan bakteri patogen dari
kelompok bakteri Gram positif dan bakteri Gram negatif. Dengan demikian
bakteri endofit dari mangrove memiliki prospek yang baik dalam penemuan
senyawa-senyawa baru salah satunya sebagai penghasil antibakteri sehingga perlu

untuk dikaji lebih lanjut.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah disampaikan sebelumnya, rumusan
masalah yang diajukan pada penelitian ini adalah:
1. Berapa jumlah isolat bakteri endofit yang diperoleh dari kulit batang R.
mucronata?
2. Isolat bakteri endofit apa aja yang berpotensi menghambat pertumbuhan

bakteri E.coli dan S. aureus?



3. Jenis metabolit sekunder apa saja yang dihasilkan isolat bakteri endofit
dari kulit batang R. mucronata?

4. Termasuk dalam genus apa isolat bakteri endofit dari kulit batang R.
mucronata yang potensial sebagai antibakteri dengan menggunakan

metode profile matching?

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi antibakteri isolat bakteri
endofit dari kulit batang R. mucronata berdasarkan jenis isolat bakteri endofit,
aktivitas antibakteri, maupun jenis metabolit sekunder yang dihasilkan.
D. Manfaat Penelitian

Isolat bakteri endofit yang dihasilkan dari kulit batang R. mucronata
dijadikan sebagai sumber antibakteri alternatif dan dapat digunakan sebagai agen
antibiotik dalam menanggulangi penyakit yang disebabkan bakteri, seperti E. coli
dan S. aureus.
E. Batasan Masalah

Penelitian ini hanya membahas mengenai bakteri endofit yang ada di batang

bakau R. mucronata yang terletak pada posisi S 07°53. 712’ E 110°01.590".



BAB V

PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan

bahwa:

1. Isolat bakteri endofit yang diperoleh dari kulit batang bakau R. mucronata
berjumlah tujuh isolat. Lima isolat dari batang tua yaitu IBT 1, IBT 2, IBT
3, IBT 4, dan IBT 5 dan dua isolat dari batang muda yaitu IBM 1 dan IBM
2.

2. Isolat bakteri endofit yang berpotensi menghambat pertumbuhan bakteri uji
Eschericia coli ATCC 25922 dan Staphylococcus aureus ATCC 25923
adalah IBT 4 dan IBM 1.

3. Metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat bakteri IBT 4 dan IBM 1
adalah alkaloid dan saponin.

4. IBT 4 dan IBM 1 yang potensial sebagai antibakteri diduga merupakan
anggota dari genus Bacillus.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai karakterisasi bakteri

endofit secara molekuler agar mendapat hasil yang lebih akurat, sehingga dapat

mengklasifikasi bakteri endofit yang diperoleh sampai tingkat spesies.
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Lampiran 1. Isolasi dan Purifikasi bakteri endofit dari kulit batang bakau R.

mucronata

(@) (b)

Gambar 10. Tahapan isolasi bakteri endofit dari kulit batang bakau R. mucronata
pada media TSA (Triptic Soy Agar) setelah proses sterilisasi (a)
batang muda; dan (b) batang tua

-
T

(@) (b)

Gambar 11. Purifikasi bakteri endofit dari kulit batang bakau R. mucronata (a)
batang muda; (b) batang tua.
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Lampiran 2. Hasil pengujian Senyawa metabolit sekunder isolat bakteri endofit
dari kulit batang bakau R. mucronata
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Gambar 12. Hasil pengamatan uji positif alkaloid isolat bakteri endofit (IBT 4 dan

IBM 1) ditandai dengan adanya perubahan warna gelembung kristal

Gambar 13. Hasil pengamatan uji flavonoid. Uji positif ditandai dengan
perubahan warna menjadi jingga. Kedua isolat bakteri endofit (IBT

4 dan IBM 1) menunjukkan hasil negatif.
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Gambar 14. Hasil pengamatan uji Terpenoid (a) dan steroid (b). Uji positif
terpenoid ditandai timbulnya warna merah, sedangakan perubahan
warna biru atau ungu untuk positif steroid. Uji terpenoid dan
steroid menunjukkan hasil negatif untuk kedua isolat bakteri
endofit (IBT 4 dan IBM 1).

Gambar 15. Hasil pengamatan uji Tanin. Uji positif ditandai dengan adanya
perubahan warna biru atau hijau kehitaman. Kedua isolat bakteri
endofit (IBT 4 dan IBM 1) menunjukkan hasil negatif.
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Gambar 16. Hasil pengamatan uji positif saponin isolat bakteri endofit (IBT 4 dan

IBM 1) ditandai dengan adanya gelembung putih selama 5 menit.



56

Lampiran 3. Hasil pengecatan gram dan identifikasi Biokomia isolat bakteri
endofit dari kulit batang bakau R. mucronata

(b)

Gambar 17. Hasil pengecatan gram isolat bakteri endofit IBT 4 dan IBM 1. Kedua
isolat bakteri endofit menunjukkan bahwa bakteri tersebut adalah
bakteri gram positif dengan bentuk sel basil. Untuk isolat IBT 4 basil
panjang (a) dan isolat IBM 1 basil pendek (b).

Gambar 18. Hasil uji positif kedua isolat bakteri endofit (IBT 4 dan IBM 1). Uji
positif ditandai dengan adanya gelembung udara di sekitar biakan.
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Gambar 19. Hasil pengamatan uji produksi H,S. Uji positif ditunjukkan dengan
terbentuknya warna hitam di sepanjang daerah tusukan. Kedua isolat
bakteri endofit (IBT 4 dan IBM 1) menunjukkan hasil negatif.

(a) (b)

Gambar 20. Hasil pengamatan uji hidrolisis pati. Uji positif dinyatakan bila
adanya zona jernih di sekitar biakan. Isolat IBM 1 dinyatakan
positif, sedangkan isolat IBT 4 dinyatakan negatif.
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(c) (d)

Gambar 21. Hasil pengamatan uji fermentasi karbohidrat (a) laktosa; (b) glukosa;
(c) maltosa; dan (d) sukrosa. Uji positif ditandai dengan adanya
perubahan warna dari warna merah menjadi warna kuning dan
akedua isolatdanya gelembung gas dalam tabung durham. Kedua
isolat bakteri endofit (IBT4 dan IBM 1) dinyatakan positif.
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Lampiran 4. Komposisi dan Pembuatan Medium Pertumbuhan Bakteri

a. Media TSA (Tryptic Soy Agar)

Komposisi :

Tripton 15.0 gr, soya pepton 5.0 gr, NaCl 5 gr, agar 15 gr dan akuades 1000 ml.
Metode pembuatan :

Semua bahan dilarutkan dalam aquades kemudian dipanaskan sambil
diaduk. Media disteril dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C dengan
tekanan 2 atm selama 15 menit.

b. Media NA (Nutrient Agar)

Komposisi:

Peptone 5 gr, meat extract 1 gr, yeast extract 2 gr, agar 15 gr, akuades 1000 ml.
Metode pembuatan :

Semua bahan dilarutkan dalam aquades kemudian dipanaskan sambil
diaduk. Media disteril dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C dengan
tekanan 2 atm selama 15 menit.

c. Media MHB (Muhler-Hinton Broth)

Komposisi:

Peptone 6 gr, starch 1,5 gr, casein 17,5 gr, akuades 1000 ml.
Metode pembuatan :

Semua bahan dilarutkan dalam aquades kemudian dipanaskan sambil
diaduk. Media disteril dengan menggunakan autoklaf pada suhu 121° C dengan

tekanan 2 atm selama 15 menit.
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Lampiran 5. Prosedur Pembuatan Pereaksi Pendeteksi
a. Pereaksi Mayer
Larutan A : Sebanyak 1,36 g HgCI2 dilarutkan dalam 60 mL aquades.
Larutan B : sebanyak 0,5 g Kl dilarutkan dalam 10 mL aquades.
Larutan A dan B dicampur dan diencerkan dengan aquades dalam labu ukur
100 mL sampai tanda batas, disimpan dalam botol gelap.
b. Pereaksi FeCl3 5%
Sebanyak 5 gram besi (I11) klorida ditimbang dalam gelas beker, kemudian
dilarutkan dengan sedikit aquades. Larutan ini kemudian dituang ke dalam labu

ukur 100 mL dan ditambahkan aquades sampai tanda batas.
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