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Isolasi dan Skrining Fitokimia Bakteri Endofit Daun Kelor (Moringa oleifera 

L.) yang Berpotensi sebagai Antibakteri 

Rika Amalia, Bayu Agung Prahardika, Mochamad Imamudin 

ABSTRAK 

Daun kelor (Moringa oleifera L.) merupakan salah satu tanaman obat tradisional yang 

banyak dimanfaatkan masyarakat Indonesia, salah satunya untuk bahan antibakteri. 

Penggunaan daun kelor sebagai bahan antibakteri diduga berhubungan dengan kandungan 

metabolit sekundernya. Kandungan metabolit tersebut juga dimiliki oleh mikroorganisme 

yang hidup pada jaringannya yaitu bakteri endofit. Tujuan dari penelitian ini untuk 

mengetahui keberadaan bakteri endofit pada daun kelor dan kandungan metabolit 

sekundernya serta potensinya sebagai antibakteri. Jenis penelitian yang digunakan 

bersifat deskriptif. Bakteri endofit diisolasi menggunakan metode pour plate dan hasil 

isolat dikarakterisasi secara makroskopis dan mikroskopis berupa pewarnaan Gram dan 

endospora. Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui kandungan metabolit 

sekunder dan isolat yang berpotensi diuji aktivitas antibakterinya terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Shigella dysentriae. Hasil penelitian menunjukkan terdapat 9 

isolat yang berhasil diisolasi. Hasil pewarnaan Gram menunjukkan semua isolat termasuk 

Gram positif dan 8 diantaranya memiliki endospora. Uji skrining fitokimia menunjukkan 

2 isolat bakteri endofit yaitu MO.4.B1 dan MO.5.A4 positif mengandung semua senyawa 

metabolit yang diuji dan isolat MO.3.A2 mengandung senyawa alkaloid, fenolik, 

flavonoid dan tanin. Hasil uji antibakteri terhadap bakteri Staphyloccocus aureus 

menunjukkan isolat MO.3.A2, MO.5.A4 dan MO.4.B2 mampu menghambat dengan 

kategori sedang hingga kuat dengan diameter rata-rata secara berurutan yaitu 6,44 mm, 

8,22 mm dan 12,63 mm. Sedangkan daya hambat terhadap bakteri Shigella dysentriae 

secara berurutan 15,67 mm, 15,17 mm dan 15,35 mm yang ketiganya termasuk kategori 

kuat.  

Kata Kunci: daun kelor, bakteri endofit, Staphylococcus aureus, Shigella dysentriae, 

metabolit sekunder, antibakteri 
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Isolation and Phytochemical Screening Endophytic Bacteria of Moringa 

Leaves (Moringa oleifera L.) which Potential for Antibacterial 

Rika Amalia, Bayu Agung Prahardika, Mochamad Imamudin 

ABSTRACT 

The leaves of Moringa (Moringa oleifera L.) are one of the traditional medicinal plants 

that are widely used by the Indonesian, one of them as an antibacterial agent. The 

advantage of Moringa leaves as an antibacterial agent is thought to be related to the 

content of secondary metabolites. The content of these metabolites is also owned by 

microorganisms that live in their tissues, namely endophytic bacteria. The purpose of this 

study was to determine the presence of endophytic bacteria in Moringa leaves and their 

secondary metabolite content and their potential as antibacterial agent. This type of 

research is descriptive. Endophytic bacteria were isolated using the pour plate method 

and the results of the isolates were characterized macroscopically and microscopically in 

the form of Gram stain and endospores. Phytochemical screening was carried out to 

determine the content of secondary metabolites and isolates that could potentially be 

tested for their antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Shigella 

dysentriae bacteria. The results showed that 9 isolates were isolated. The results of Gram 

staining showed all isolates including Gram positive and 8 of them had endospores. 

Phytochemical screening test showed that 2 endophytic bacterial isolates are MO.4.B1 

and MO.5.A4, were positive for all tested metabolites and MO.3.A2 isolates contained 

alkaloids, phenolics, flavonoids and tannins. Antibacterial test results against 

Staphyloccocus aureus bacteria showed that MO.3.A2, MO.5.A4 and MO.4.B2 isolates 

were able to inhibit in the moderate to strong category with an average diameter of  6,44 

mm, 8,22 mm and 12,63 mm. While the inhibitory power against Shigella dysentriae 

bacteria was 15.67 mm, 15.17 mm and 15.35 mm respectively, all of which were in the 

strong category. 

 

Keywords: moringa leaves, endophytic bacteria, Staphylococcus aureus, Shigella 

dysentriae, secondary metabolites, antibacterial 
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( .Moringa oleifera Lمن انبكتيريا انداخهية لأوراق انمورينجا )انعزل وانفحص انكيميائي اننباتي 

 انمحتمم كمضاد نهبكتيريا

 إيبو انذٍَ محمد رَكب عًهُت، ببَى أكىَج فزاحزدَكب،

 يسخخهص انبحذ

هٍ واحذة يٍ انُببحبث انطبُت انخقهُذَت انخٍ اسخخذيهب شعب  (.Moringa oleifera Lأوراق انًىرَُجب )

َعُخقذ أٌ اسخخذاو أوراق انًىرَُجب كعبيم يضبد نهبكخزَب يزحبظ  .أحذهب يكىٌ يضبد نهبكخُزَبإَذوَُسُب، 

يحخىي هذِ انًسخقهببث يًهىك أَضب نهكبئُبث انحُت انذقُقت انخٍ حعُش فٍ  بًحخىي انًسخقهببث انثبَىَت.

خُزَب انذاخهُت فٍ أوراق الأهذاف يٍ هذا انبحذ هٍ نًعزفت وجىد انبك .أَسجخهب، وهٍ انبكخُزَب انذاخهُت

انًىرَُجب ويحخىىهب الأَضٍ انثبَىٌ وإيكبَُخهب كًضبد نهبكخُزَب. هذا انُىع يٍ انبحىد انىصفُت. حى عزل 

وحى حًُُز َخبئج انعزلاث ببنعٍُ انًجهزَت وانًُكزوسكىبُت  pour plateانذاخهُت ببسخخذاو طزَقت  انبكخُزَب

اء انفحص انكًُُبئٍ انُببحٍ نخحذَذ يحخىي انًسخقهببث انثبَىَت حى إجز .عهً شكم صبغت غزاو والأبىاغ

 Staphylococcus aureusوانعزلاث انخٍ نذَهب انقذرة عهً اخخببر َشبطهب انًضبد نهبكخُزَب عهً بكخُزَب 

أظهزث َخبئج صبغت غزاو أٌ  عزلاث يعزونت. 9. أظهزث انُخبئج أٌ هُبك Shigella dysentriaeو 

عزلاث بهب أبىاغ داخهُت.  أظهز اخخببر انفحص انكًُُبئٍ انُببحٍ  8خضًُت يىجبت غزاو و جًُع انعزلاث ي

 كبَج يىجبت نجًُع انًسخقهببث انًخخبزة وعزنت MO.5.A4 و MO.4.B1 أٌ عزنخٍُ بكخُزَب انذاخهُت هًب

MO.3.A2 ٍََُب عهً أظهزث َخبئج اخخببر يضبد نهبكخز .حخضًٍ عهً انقهىَذ وفُُىل وفلافىَىَذ وحب

قبدرة عهً  MO.4.B2و  MO.5.A4و  MO.3.A2أٌ عزلاث  Staphylococcus aureusبكخزَب 

يى. فٍ  38،41يى و  8،88يى و  4،66انخثبُظ فٍ انفئت انًخىسطت إنً انقىَت بًخىسظ قطز عهً انخىانٍ 

يى،  36.16 يى و 36.31يى و  36.41عهً انخىانٍ،  Shigella dysentriae حٍُ أٌ حثبُظ عهً بكخُزَب 

 .وانخٍ كبَج فٍ انفئت انقىَت

 Staphylococcus aureus ،Shigellaأوراق انًىرَُجب، انبكخُزَب انذاخهُت، انكهمات انمفتاحية: 

dysentriaeانًسخقهبت انثبَىَت، انًضبد نهبكخُزَب ، 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang  

Indonesia memiliki kekayaan hayati yang sangat melimpah, yaitu terdapat 

sekitar 30.000 spesies tumbuhan tingkat tinggi. Terdapat 7000 spesies yang telah 

berhasil diidentifikasi manfaatnya namun hanya ± 300 spesies yang dimanfaatkan 

untuk bahan baku dibidang farmasi. Pada tahun 2008, WHO menyatakan bahwa 

80% masyarakat dunia menggantungkan kesehatan mereka pada obat herbal 

(Mukhriani, 2014). Keanekaragaman tumbuhan juga telah disebutkan dalam Q.S. 

As-Syu‟ara (26):7.  

 ٌٍ ِ مُوِّ صَوْجٍ مَشِي ٍِ ٌْ أَّثَرَْْا فِيهَا  ٌْ يَشَوْا إِىًَ الْْسَْضِ مَ ﴾٧﴿أوََىَ  

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 

Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang 

baik?” (Q.S.As-Syu‟ara (26): 7). 

 

Kata (ًَإِى) di awal ayat ini memiliki arti batas akhir. Kata ini digunakan 

untuk memperdalam cara pandang sampai pada batas akhir. Artinya, ayat ini 

mengajak manusia untuk memandang segala sesuatu secara luas sesuai dengan 

pengetahuannya dalam memahami semua yang ada di muka bumi ini. 

Pengetahuan tersebut mencakup semua tentang keanekaragaman jenis tumbuhan, 

tanah dan segala keajaiban yang terdapat pada penciptaan tumbuh-tumbuhan. 

Kata ( ٍصَوْج) memiliki arti pasangan. Pasangan yang dimaksudkan dalam kata 

tersebut adalah pasangan bagi tumbuhan. Setiap tumbuhan memiliki pasangan 

masing-masing yang tersebar diseluruh lapisan permukaan bumi yang bertujuan 



2 
 

 
 

untuk mempertahankan kelangsungan hidup dan perkembangbiakan tumbuhan 

tersebut. Kata ( ٌٍ  disini berfungsi untuk mengisyaratkan segala hal baik yang (مَشِي

terdapat pada kata apapun yang disifatinya. Hal baik dalam ayat ini dirujukkan 

pada tumbuhan yang baik dan subur, dimana tumbuhan mampu memberi banyak 

manfaat dan kegunaan (Shihab, 2002). Ayat tersebut menjelaskan tentang 

penciptaan Allah terkait tumbuhan yang bermacam-macam jenisnya dengan 

berbagai keajaiban dan manfaatnya. Salah satu manfaat tumbuhan adalah sebagai 

penghasil senyawa yang memiliki khasiat obat, sehingga sejak zaman dahulu 

tumbuh-tumbuhan telah digunakan untuk obat tradisional.  

Salah satu tumbuhan yang berpotensi untuk obat tradisional adalah daun 

kelor (Moringa oleifera L.). Kelor mengandung vitamin A, vitamin B, vitamin C, 

kalium, protein, kalsium dalam jumlah yang banyak dan mudah dicerna. Selain 

itu, kelor juga dilaporkan memiliki 539 senyawa yang digunakan untuk obat 

tradisional di India dan di Afrika juga telah dimanfaatkan untuk mengobati 300 

jenis penyakit (Krisnadi, 2015). Daun kelor memiliki aktivitas antibakteri, 

antikanker, penghambat aktivitas jamur, hipotensif (Dima, Farimawali & Lolo, 

2016), menurunkan tekanan darah dan kolesterol (Anwar, et al., 2007), serta 

mengatasi obesitas, diabetes dan gangguan pencernaan (Oduro, Ellis & Owusu, 

2008). 

Berdasarkan penelitian Wulandari, Farida & Taurhesia (2020) 

menunjukkan ekstrak daun kelor mampu menghambat bakteri Propionibacterium 

acnes dan Staphylococcus aureus dengan diameter yang sama yaitu 14,00 mm 

pada konsentrasi 10%. Penelitian Agustie & Samsumaharto (2013) menunjukkan 
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ekstrak daun kelor memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus 

aureus dengan dibuat tiga konsentrasi yaitu 25%, 50% dan 75% yang memiliki 

daya hambat secara berurutan 15,5 mm, 18,5 mm dan 23,00 mm. Penelitian 

(Dima, et al., 2016) menunjukkan ekstrak etanol daun kelor mampu menghambat 

bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus dengan diameter masing-

masing sebesar 22,66 mm dan 20,50 mm pada konsentrasi 80%. Hasil dari 

penelitian sebelumnya tersebut digunakan sebagai pembanding dari penggunaan 

bakteri endofit daun kelor pada penelitian ini. 

Kemampuan ekstrak daun kelor dalam menghambat bakteri patogen 

dikarenakan adanya kandungan senyawa metabolitnya. Seperti pada penelitian 

Agustie & Samsumaharto (2013) yang menunjukkan ekstrak daun kelor yang 

mengandung senyawa flavonoid dan tanin mampu menghambat aktivitas bakteri 

Staphylococcus aureus dengan adanya zona hambat yang terbentuk disekitar 

sumuran. Kandungan senyawa metabolit juga dapat diperoleh dari 

mikroorganisme yang terdapat pada jaringan tumbuhan, salah satunya adalah 

bakteri endofit. Bakteri endofit adalah bakteri yang tinggal pada jaringan 

tumbuhan tanpa melakukan kerusakan substantif. Bakteri masuk ke dalam 

jaringan tanaman melalui radikula, akar sekunder, stomata atau akibat dari 

kerusakan daun (Zinniel,  et al., 2002). Bakteri endofit pada tumbuhan dapat 

bersifat fakultatif atau obligat ketika mengkolonisasi inang. Umumnya pada satu 

tanaman terdapat beberapa jenis genus dan spesies bakteri endofit (Desriani, dkk., 

2014). 
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Hasil penelitian menunjukkan sekitar 300.000 jenis tanaman telah berhasil 

diidentifikasi menghasilkan satu atau lebih mikroba endofit baik dari golongan 

jamur maupun bakteri (Strobel & Daisy, 2003). Adanya mikroba endofit yang 

mampu memproduksi senyawa metabolit sekunder yang sama atau lebih tinggi 

dari tanaman inangnya memudahkan dalam mendapatkan senyawa berpotensi 

karena tidak memerlukan waktu yang sangat lama untuk mendapatkan simplisia 

dari tanaman aslinya (Radji, 2005). 

Keberadaan bakteri endofit dianggap lebih banyak pada jaringan aerial, 

sehingga pada penelitian ini isolasi dilakukan pada jaringan daun. Hal itu 

berdasarkan pada penelitian Jalgaonwala, Mohite & Mahajan (2010) yang 

mengisolasi bakteri endofit dari berbagai jaringan menunjukkan bahwa pada 

tanaman obat kepadatan bakteri endofit ditemukan lebih banyak pada jaringan di 

atas (daun, batang) daripada jaringan di bawah tanah (akar). Beberapa tanaman 

yang digunakan adalah Azadirachta indica A Juss., Eucalyptus globulus Dehnh., 

Musa paradisiaca L. dan Pongamia glabra Vent. Bakteri endofit yang berhasil 

diisolasi dari E. globulus sebanyak 7 isolat pada daun, 5 isolat pada batang dan 4 

isolat pada akar. Tanaman M. paradisiaca menghasilkan 10 isolat dari daun, 6 

isolat dari batang dan 4 isolat dari akar. Sedangkan pada P. glabra didapatkan 8 

isolat dari daun, 6 isolat dari batang dan 6 isolat dari akar. Begitupun hasil 

penelitian dari El-Deeb, Fayez & Gherbawy (2013) yang mengisolasi bakteri 

endofit dari tanaman Plectranthus tenuiflorus didapatkan nilai CFU tertinggi pada 

daun sebanyak 2,9x10
4
, 2,4x10

3
 pada batang dan terendah pada akar yaitu 1,5x10

2
 

CFU/g. 
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Isolasi mikroba endofit pada daun kelor sebelumnya telah dilakukan untuk 

jenis fungi endofit, sehingga pada penelitian ini dilakukan isolasi bakteri endofit. 

Isolasi fungi endofit dilakukan oleh Kursia, Aksa & Nolo (2018) yang 

menunjukkan terdapat 3 isolat fungi yang berhasil diisolasi, dari ketiga isolat 

tersebut diambil satu isolat yang paling aktif menghambat pada uji antagonis  

untuk diuji aktivitas antibakterinya. Hasilnya menunjukkan isolat tersebut mampu 

menghambat bakteri Eschericia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aureginosa dan Salmonella typhi dengan diameter secara berurutan 17,94 mm, 

16,88 mm, 14,05 mm dan 14,38 mm pada konsentrasi 3%.  

Keberadaan bakteri-bakteri tersebut telah disebutkan dalam Q.S.Yasin 

(36): 36 di bawah ini: 

ثِدُ  ْۢ ُ ا ذ ََّ ٍِ جَ مُيَّهَا  َِ ٱىَّزِي خَيقََ ٱلْْصَْوََٰ َُ سُثْحََٰ ى َُ ا لََ يعَْيَ ََّ ٍِ ٌْ وَ ِْ أَّفسُِهِ ٍِ ٱلْْسَْضُ وَ  

Artinya: “Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan 

semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri 

mereka maupun dari apa yang tidak mereka ketahui.” (Yasin (36): 

36). 

 Frasa “dari apa yang tidak mereka ketahui” pada ayat tersebut 

mengisyaratkan akan keberadaan bentuk kehidupan lain dimana manusia belum 

mengetahui secara pasti ketika Al-Qur‟an diturunkan. Jenis hewan yang telah ada 

di kehidupan manusia ketika Al-Qur‟an diturunkan disandingkan dengan sesuatu 

hal yang belum atau tidak diketahui manusia, dan Allah menjanjikan akan ada dan 

diketahui manusia di masa yang akan datang, salah satunya adalah keberadaan 

mikroorganisme (Kemenag RI & LIPI, 2015).  
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Keberadaan jasad renik (bakteri endofit) juga disebutkan dalam Q.S.Saba‟ 

(34):22 berikut ini: 

جٍ فًِ ٱىسَّ  ثْقَاهَ رسََّ ٍِ  َُ يِنُى َْ ِ ۖ لََ يَ ُِ ٱللََّّ ِ دوُ ٍِّ رٌُ  َْ َِ صَعَ خِ وَلََ فًِ قوُِ ٱدْعُىا۟ ٱىَّزِي ىََٰ َََٰ
ِ ظَهِيشٍ  ٍِّ ْْهٌُ  ٍِ ا ىَهُۥ  ٍَ ِ شِشْكٍ وَ ٍِ ا  ََ ٌْ فيِهِ ا ىهَُ ٍَ  ٱلْْسَْضِ وَ

Artinya: “Katakanlah: Serulah mereka yang kamu anggap (sebagai tuhan) selain 

Allah, mereka tidak memiliki (kekuasaan) seberat zarrah-pun di langit 

dan di bumi, dan mereka tidak mempunyai suatu sahampun dalam 

(penciptaan) langit dan bumi dan sekali-kali tidak ada di antara 

mereka yang menjadi pembantu bagi-Nya” (Q.S.Saba‟(34):22). 

 

 Kata “zarrah” di dalam ayat tersebut diartikan sebagai sesuatu yang sangat 

kecil. Apabila dilihat dari segi penglihatan manusia maka sesuatu tersebut masuk 

ke dalam mikroorganisme atau atom. Berdasarkan ayat tersebut Allah 

mengajarkan kepada manusia tentang kekuasaan-Nya yang mampu mengatur 

segala kehidupan pada dunia mikroorganisme dengan sangat rinci. Kehidupan 

mikroorganisme „tersembunyi‟ dari manusia, dan manusia juga tidak mempunyai 

kuasa atas kehidupan mikroorganisme yang sangat kecil, seperti bakteri yang 

memiliki ukuran sekitar 0,2-0,5 mikron (Kemenag RI & LIPI, 2015). 

Bakteri endofit dapat memproduksi senyawa metabolit berupa zat aktif 

yang kemampuannya sama atau mirip dengan tumbuhan inangnya. Penggunaan 

bakteri endofit dinilai lebih efektif dan mudah karena siklus hidup relatif pendek, 

mudah dikembang biakkan dan mampu menghasilkan zat bioaktif dengan jumlah 

yang banyak (Yandila, Putri & Fifendy, 2018; Zulkifli, dkk., 2016). Selain itu, 

pemanfaatan bakteri endofit sebagai bahan baku obat juga dapat mengurangi 

kerusakan alam akibat pengambilan tanaman obat secara besar-besaran (Sinaga, 
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Noverita & Fitria, 2009). Oleh karena itu penggunaan bakteri endofit sebagai 

bahan baku obat memiliki peluang yang sangat besar dalam bidang kesehatan.  

Secara ekonomis, penggunaan bakteri endofit juga dianggap lebih efisien 

daripada penggunaan tanaman obat secara langsung. Karena untuk memproduksi 

senyawa metabolitnya  tidak membutuhkan lahan yang besar dan waktu berbulan-

bulan. Produksinya juga dapat dilakukan dengan skala besar dan biaya yang 

digunakan relatif lebih sedikit dibandingkan dengan merawat tanaman obat pada 

kebun yang luas (Sinaga et al., 2009). Diriwayatkan pada suatu hadis, Rasulullah 

bersabda, 

ُِ اللهِ عَضَّ وَ جَوَّ   ىِنُوِّ داَءٍ دوََاءُ، فَإرِاَ أصُِيْةَ دوََاءُ اىذَّاءِ تشََأَ تِإرِْ

Artinya: “Setiap penyakit mempunyai penyembuh, dan ketika penyembuh yang 

tepat digunakan pada penyakit tersebut, maka dengan izin Allah, 

penyakit itu akan sembuh.” (Riwayat Muslim dan Jabir). 

Hadis di atas menyatakan bahwa Allah yang menciptakan penyakit, dan 

Allah pula yang menciptakan atau menyediakan obatnya. Penyakit dapat 

disebabkan oleh berbagai faktor. Beberapa penyakit infeksi umumnya disebabkan 

oleh jasad renik patogen (pathogenic microbes), yaitu jasad renik penyebab 

penyakit. Jasad renik patogen dapat berupa virus, bakteri, maupun jamur. Obat 

untuk infeksi ini dikenal dengan nama obat antibiotik. Antibiotik atau antibakteri 

dapat menghancurkan atau mematikan jasad renik patogen atau bakteri patogen 

dalam tubuh manusia. Hampir semua jenis antibiotik yang dikenal dalam dunia 

pengobatan dihasilkan oleh jasad renik non patogen (Kemenag RI & LIPI, 2015). 
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Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif yang 

menjadi salah satu penyebab infeksi tertinggi di dunia. Tingkat infeksinya 

bermacam-macam, mulai dari kecil pada kulit, infeksi pada traktus respiratorius 

dan urinarius, hingga infeksi mata dan Central Nervous System (CNS) 

(Afifurrahman, et al., 2014). S. aureus merupakan penyebab infeksi kulit dan 

jaringan lunak. Selain itu, juga dapat mengakibatkan infeksi invasif seperti 

bakteremia, sepsis, endokarditis, pneumonia, osteomielitis, dll (Nair, et al., 2013). 

Selain S. aureus, kasus infeksi juga banyak disebabkan oleh bakteri 

Shigella dysentriae. Bakteri Shigella dysentriae merupakan bakteri yang 

menyebabkan penyakit disentri basiler. Menurut Hasanah & Dori (2019) disentri 

yaitu penyakit kronis dengan gejala diare, demam, muntah, nyeri perut dan mual. 

Menurut WHO  (2016) setiap tahun terjadi kasus diare di negara-negara 

berkembang yang disebabkan bakteri S. dysentriae hingga mencapai angka 165 

juta kasus. Tahun 2013 angka kematian mencapai 28.000 sampai 48.000 yang 

didominasi oleh anak-anak balita. Data di Indonesia menurut Nafianti & Sinuhaji, 

(2005) menyatakan 29% terjadi kematian akibat diare pada anak usia 1 hingga 4 

tahun yang dikarenakan disentri basiler.  

 Metode yang digunakan dalam menentukan aktivitas antibakteri adalah 

metode difusi cakram Kirby-Bauer. Metode Kirby-Bauer termasuk metode yang 

paling mudah dan sering digunakan dalam pengujian aktiitas mikroba. Metode ini 

tidak membutuhkan alat khusus dan biayanya relatif lebih murah (Pelczar & 

Chan, 2013). Hasil dari metode ini adalah terbentuknya zona bening yang menjadi 
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indikator kepekaan mikroba terhadap zat antimikroba yang digunakan (Rastina, 

Sudarwanto & Wientarsih, 2015).  

 Berdasarkan uraian diatas, diketahui bahwa masalah infeksi semakin 

meningkat sehingga diperlukan alternatif penggunaan bahan-bahan alami. Salah 

satunya adalah penggunaan senyawa metabolit pada bakteri endofit daun kelor 

yang berpotensi sebagai antibakteri. Selain itu, golongan senyawa yang berpotensi 

sebagai antibakteri juga belum diketahui sehingga dilakukan skrining fitokimia 

untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder pada isolat bakteri endofit. Oleh 

karena itu dilakukan penelitian tentang potensi bakteri endofit daun kelor sebagai 

antibakteri dan kandungan senyawa yang berperan dalam aktivitas antibakteri.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana karakteristik makroskopik dan mikroskopik isolat bakteri endofit 

yang ditemukan pada daun kelor (Moringa oleifera L.)? 

2. Apa saja metabolit sekunder yang terkandung pada isolat bakteri endofit daun 

kelor? 

3. Apakah bakteri endofit daun kelor dapat menghambat pertumbuhan bakteri 

Shigella dysentriae dan Staphylococcus aureus? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri 

endofit yang ditemukan pada daun kelor (Moringa oleifera L.). 
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2. Untuk mengetahui kandungan metabolit sekunder isolat bakteri endofit pada 

daun kelor (Moringa oleifera L.). 

3. Untuk mengetahui potensi bakteri endofit daun kelor dalam menghambat 

pertumbuhan bakteri Shigella dysentriae dan Staphylococcus aureus. 

 

1.4 Hipotesis Penelitian 

Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah: 

1. Karakteristik isolat bakteri endofit secara makroskopis memiliki warna putih, 

bentuk bulat, tepi rata dan permukaan datar, sedangkan secara mikroskopis 

bakteri endofit merupakan Gram positif yang berspora.   

2. Bakteri endofit daun kelor (Moringa oleifera L.) mengandung beberapa 

senyawa metabolit seperti alkaloid, tanin, flavonoid dan fenolik. 

3. Bakteri endofit daun kelor memiliki kemampuan untuk menghambat 

pertumbuhan bakteri Shigella dysentriae dan Staphylococcus aureus. 

 

1.5 Manfaat Penelitian  

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi mengenai karakteristik bakteri endofit pada daun 

kelor yang memiliki aktivitas antibakteri. 

2. Memberikan informasi mengenai kandungan senyawa metabolit yang 

terdapat pada isolat bakteri endofit. 
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3. Memberikan informasi studi untuk dikembangkan sebagai alternatif bahan 

obat untuk penyakit yang disebabkan bakteri Shigella dysentriae dan 

Staphylococcus aureus.  

 

1.6 Batasan Masalah  

Adapun batasan masalah dari penelitian ini adalah: 

1. Bakteri endofit pada penelitian ini diisolasi dari daun kelor sehat yang berasal 

dari Kecamatan Lowokwaru, Malang. 

2. Isolat bakteri patogen yang digunakan adalah Staphylococcus aureus dan 

Shigella dysentriae yang diperoleh dari koleksi laboratorium Mikrobiologi 

Kedokteran Universitas Brawijaya. 

3. Media pertumbuhan yang digunakan adalah media nutrient agar (NA), 

nutrient broth (NB) dan media untuk uji antibakteri adalah Muller Hinton 

Agar (MHA).  

4. Kertas saring yang digunakan untuk difusi senyawa pada uji antibakteri 

adalah kertas saring Whatman nomer 1. 

5. Skrining fitokimia untuk mengetahui kandungan senyawa metabolit ekstrak 

bakteri endofit terdiri dari uji fenolik, alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin.  

6. Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah morfologi bakteri endofit 

secara makroskopis dan mikroskopis, perubahan warna ekstrak untuk 

skrining fitokimia dan diameter zona hambat pada cawan petri untuk aktivitas 

antibakteri. Data yang didapatkan tidak dianalisis secara biostatistik.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tanaman Kelor (Moringa oleifera L.) 

 Moringa oleifera Lam. diperkirakan berasal dari Oudh dan Agra yang 

berada di bagian barat dari laut India, bagian selatan daerah pegunungan 

Himalaya. Kata “Shigon” untuk tanaman kelor telah tertulis di dalam kitab 

“Shushruta Sanhita” sejak awal abad Masehi. Terdapat bukti yang menunjukkan 

budidaya kelor dari ribuan tahun lalu di India. Masyarakat India kuno 

memanfaatkan biji-bijian kelor sebagai obat karena diketahui memiliki kandungan 

minyak nabati (Krisnadi, 2015). Tanaman ini dikenal dengan berbagai nama di 

seluruh dunia, diantaranya pohon stik drum, benzolive, marango, pohon 

horseradish, kelor, mlonge, mulangay, sajna, saijihan dan nébéday (Fahey, 2005; 

Moyo, et al., 2011).  

 Tanaman kelor merupakan salah satu spesies dari famili Moringaceae. 

Tanaman kelor memiliki tinggi sekitar 5-10 m. Tanaman ini termasuk tanaman 

liar atau dapat dibudidayakan di daerah dataran, terutama di halaman rumah. 

Umumnya dapat tumbuh baik di daerah iklim tropis dan disepanjang hamparan 

sungai. Tanaman ini juga mampu mentolerir kondisi yang panas dan kekurangan 

air atau kering dengan syarat curah hujan tahunan minimum 250 mm dan 

maksimum lebih dari 3000 mm dengan pH 5,0-9,0 (Anwar, et al., 2007). 
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Gambar 2.1. Morfologi Moringa oleifera L. (Isnan & Nurhaedah, 2017) 

Daun kelor merupakan tipe daun majemuk menyirip ganda 2-3 dengan 

posisi yang menyebar. Tidak memiliki daun penumpu atau daun penumpunya 

telah bermetamorfosis menjadi kelenjar di pangkal tangkai daun. Jenis bunga 

termasuk hermaphroditus, terbentuk dalam malai pada ketiak daun, zigomorf, 

dasar bangun berbentuk mangkuk, kelopak tersusun atas lima helai, mahkota 

sebanyak lima daun mahkota, memiliki lima benang sari, bakal buah dan banyak 

bakal biji. Buahnya termasuk buah kendaga terbuka dengan tiga katup memanjang 

sekitar 30 cm, biji tanpa endosperm, bersayap, lembaga lurus, dan berukuran 

besar (Rollof, et al., 2009). Penampakan pohon kelor ditunjukkan pada Gambar 

2.1. 

Menurut ITIS (2011) klasifikasi tanaman kelor sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Tracheophyta 

Subdivisi : Spermatophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Brassicales 

Familia : Moringaceae 

Genus  : Moringa 

Spesies : Moringa oleifera Lam. 
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 Daun kelor memilik kandungan gizi yang cukup tinggi, diantaranya 

protein (27%), kalsium, fosfor, vitamin A dan C serta zat besi. Daun, bunga dan 

akar dapat digunakan sebagai obat tradisional untuk penyakit rematik, 

antihipertensi, antitumor, antidiabetik, antiinflamasi, antijamur, antibakteri, 

antioksidan, jantung, menurunkan kolesterol dan hepatoprotektif. Biji kelor juga 

dilaporkan berguna untuk aktivitas imunosupresan. Kandungan senyawa kimia 

yang terdapat pada kelor adalah moringin, alkaloid, vitamin C dan flavonoid 

seperti kaempferol, quercetin, tokoferol (Gaikwad, Krishna & Reddy, 2011). 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Putra, Dharmayudha & Sudimartini, 

(2016) hasil skrining ekstrak etanol daun kelor tersaji pada tabel 2.1. 

 

Tabel 2.1. Hasil skrining ekstrak etanol daun kelor 

 

 

 

 

 

 

 

Sumber: (Putra, et al., 2016) 

Moringa oleifera L. dikenal sebagai „sahabat ibu‟ di Filipina karena dapat 

dimanfaatkan untuk meningkatkan produksi susu ibu dan terkadang juga 

diresepkan untuk anemia (Anwar, et al., 2007; Estrella, et al., 2000). Menurut 

(Sudarwati & Woro, 2016) daun kelor bermanfaat sebagai salep untuk luka, 

kompres untuk demam, obat pencahar, sakit tenggorokan, bronhitis, kudis, 

No Jenia Uji Fitokimia Hasil Uji 

1. Alkaloid + 

2. Flavonoid + 

3. Saponin - 

4. Fenolat + 

5. Triterpenoid/Steroid + 

6. Tannin + 
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penyakit selesma, mata merah dan infeksi telinga. Jus kelor juga diyakini mampu 

mengatasi pembengkakan kelenjar dan mengontrol kadar gula. 

2.2 Bakteri Endofit 

 Kata endofit merupakan bahasa Yunani, yaitu “endo” artinya di dalam dan 

“fit” (phyte) artinya tumbuhan. Bakteri endofit tumbuh di dalam jaringan vaskuler 

tanaman namun tidak memberikan dampak negatif. Hubungan bakteri endofit 

dengan inangnya termasuk hubungan mutualisme yang memungkinkan bakteri 

dapat memproduksi senyawa metabolit yang sama dengan tumbuhan inangnya 

(Barbara & Christine, 2006). Hal itu diduga terjadi akibat adanya transfer genetik 

atau akibat koevolusi (Tan & Zou, 2001).   

Bakteri endofit adalah salah satu mikroba yang semua atau sebagian fase 

kehidupannya terdapat pada jaringan hidup inangnya (Wathan & Imaningsih, 

2019). Bakteri endofit adalah bakteri yang diperoleh melalui proses isolasi dari 

tanaman dimana telah dilakukan sterilisasi pada permukaan tanaman atau dapat 

pula diekstrak untuk memperoleh sel bakteri yang tumbuh pada jaringan tanaman. 

Bakteri endofit mampu bertahan pada fase tertentu tanpa menimbulkan efek 

negatif bagi tanaman inangnya (Listya, Sagita & Nur, 2017). 

Bakteri endofit dapat ditemukan pada biji, umbi, batang, akar, buah dan 

daun baik di bagian intrasel maupun intersel serta pada pembuluh konduksi. 

Mikroorganisme ini mampu menembus jaringan tanaman melalui lubang alami 

(seperti stomata, hidatoda atau lentisel), atau luka yang disebabkan oleh 

munculnya akar sekunder atau gesekan akar yang tumbuh di tanah serta 

disebabkan pula oleh serangga atau jamur (Souza, et al., 2016). Bakteri endofit 
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umumnya berada pada akar yang selanjutnya menyebar melalui pembuluh xilem 

menuju organ-organ tumbuhan yang lain (Yandila, et al., 2018).  

Keberadaan bakteri atau jasad renik telah dijelaskan dalam Q.S.Al-

Baqarah (2): 26 sebagai berikut: 

  َُّ ْىُا۟  إِ ٍَ َِ ءَا ا ٱىَّزِي ٍَّ َ ا فىَْقهََا ۚ فَأ ََ ا تَعىُضَحا فَ ٍَّ ثلًَا  ٍَ ًِٓۦ أَُ يَضْشِبَ  َ لََ يَسْرحَْ ٱللََّّ

ارآَ أَ  ٍَ  َُ َِ مَفَشُوا۟ فيََقىُىىُ ا ٱىَّزِي ٍَّ ٌْ ۖ وَأَ تِّهِ ِ سَّ ٍِ َُ أََّّهُ ٱىْحَقُّ  ى َُ ثلًَا ۘ فيَعَْيَ ٍَ زاَ  ُ تهََِٰ سَادَ ٱللََّّ  

 َِ سِقِي ا يضُِوُّ تِهِٓۦ إلََِّ ٱىْفََٰ ٍَ ا ۚ وَ ا وَيَهْذِي تِهۦِ مَثِيشا  يضُِوُّ تِهۦِ مَثِيشا

Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perupamaan seekor nyamuk 

atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, 

mereka tahu bahwa itu kebenaran dari Tuhan. Tapi mereka yang kafir 

berkata, “Apa maksud Allah dengan perumpamaan ini?” Dengan 

(perumpamaan) itu banyak orang yang dibiarkan-Nya sesat, dan 

dengan itu banyak (pula) orang yang diberi-Nya petunjuk. Tetapi tidak 

ada yang Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu selain orang-orang 

fasik.” (Q.S.Al-Baqarah (2): 26). 

 

 Allah menurunkan ayat ini sebagai sanggahan kepada kaum kafir, yaitu 

ketika mereka mengingkari perumpamaan-perumpamaan yang dikemukakan 

Allah. Jadi pembuatan perumpamaan ini dari Allah. Kata ا ٍَّ  pada firman-Nya  ا ٍَّ

 adalah sesuatu yang tidak jelas, yakni karena (berupa nyamuk) تعَىُضَحا 

ketidakjelasan yang dimasukkan padanya sehingga menjadi lebih umum daripada 

yang ada padanya, dan kata ini kebanyakan digunakan secara tersendiri. Abu Al 

Fath mengatakan kemungkinan kata ا ٍَّ  berperan sebagai kata tanya, sehingga 

seolah-olah Allah mengatakan ا فىَْقهََا ََ ىضَحا تعَُ  فَ ا  ٍَّ  (ada apa dengan nyamuk atau yang 

lebih rendah dari itu) sehingga tidak bisa dibuatkan perumpamaan dengannya? 
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Bahkan sebenarnya yang lebih kecil dari itu pun dapat dibuat perumpamaan (Asy-

Syaukani, 2008).  

Kemampuan bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa bioaktif yang 

sesuai dengan inangnya dapat dimanfaatkan dan menjadi peluang sebagai 

penghasil metabolit sekunder pengganti tanaman. Hasil penelitian menunjukkan 

sekitar 300.000 macam tanaman di bumi ini telah berhasil diidentifikasi 

menghasilkan satu atau lebih mikroba endofit baik dari golongan jamur maupun 

bakteri (Strobel & Daisy, 2003). Sehingga dengan adanya mikroba endofit yang 

dapat memproduksi senyawa metabolit sekunder yang sama atau lebih tinggi dari 

tanaman inangnya memudahkan dalam mendapatkan senyawa berpotensi. Karena 

tidak membutuhkan waktu yang lama untuk mendapatkan simplisia dari tanaman 

aslinya (Radji, 2005).  

Beberapa senyawa bioaktif yang telah berhasil diisolasi dari mikroba 

endofit diantaranya Cryptocandin yang dihasilkan mikroba endofit 

Cryptosporiopsis quercina dari tanaman Tripterigeum wilfordii sebagai antifungi 

(Strobel, et al., 1999), cytonic acid A dan B yang dihasilkan jamur endofit 

Cytonaema sp. sebagai antivirus (Guo, et al., 2000), Paclitaxel yang dihasilkan 

oleh endofit Pestalotipsis microspora dari tanaman Taxus sp. sebagai antikanker 

(Strobel, 2002), artemisinin yang dihasilkan endofit Colletotrichum sp. dari 

tanaman Artemisia annua sebagai antimalaria (Lu, et al., 2000), pestacin dan 

isopestacin dari endofit P. microspora dari tanaman Terminalia morobensis 

sebagai antioksidan (Strobel, 2002), dan subglutinol A dan B yang diproduksi 
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endofit Fusarium subglutinol dari tanaman T. wilfordii sebagai imunosupresif 

(Lee, et al., 1995). 

Mikroba endofit memberikan keuntungan bagi inangnya dengan 

meningkatkan resistensi inang terhadap fitopatogen atau herbivora yang 

memakannya dan meningkatkan toleransi tumbuhan inang terhadap stress 

lingkungan (kondisi yang tidak menguntungkan). Selain itu, mikroba endofit juga 

mampu menghalangi inangnya dari serangan mikroba patogen lainnya (Tan & 

Zou, 2001). 

2.3 Kurva Pertumbuhan Bakteri 

 Kurva pertumbuhan mikroorganisme merupakan kurva yang menunjukkan 

perubahan kepadatan sel mikroorganisme pada rentan waktu tertentu (Spellman & 

Stoudt, 2013). Pertumbuhan bakteri bukan mengenai pertambahan ukuran sel 

melainkan kenaikan jumlah sel bakteri. Bakteri dikatakan bertumbuh apabila 

jumlah selnya bertambah dan terakumulasi menjadi suatu koloni yang terdiri dari 

miliaran sel bakteri. Bentuk koloni bakteri tersebut dapat dilihat secara langsung 

tanpa menggunakan mikroskop. Jumlah populasi bakteri dapat bertambah banyak 

dalam waktu singkat (Radji, 2009). 

 Bakteri yang telah diinokulasikan pada medium cair dapat dihitung jumlah 

populasinya pada interval waktu yang telah ditentukan. Sehingga dapat dibuat 

kurva pertumbuhan yang terdiri dari fase lag, log, stasioner dan kematian (Pratiwi, 

2008): 
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a. Fase lag  

Fase ini merupakan fase adaptasi dimana bakteri melakukan penyesuaian 

pada kondisi lingkungan yang baru. Fase ini belum terjadi pertambahan jumlah 

sel, melainkan hanya pertambahan ukuran sel. Lama fase lag ditentukan oleh 

jumlah awal sel bakteri dan kondisi lingkungan (media) baru. 

b. Fase logaritmik (fase eksponensial) 

Fase ini merupakan fase pertumbuhan dimana bakteri membelah dengan 

kecepatan maksimum. Kecepatan pertumbuhan bakteri dipengaruhi oleh faktor 

genetik, kondisi pertumbuhan dan sifat media. Sel memiliki laju pertumbuhan 

yang konstan dan massa sel bertamabah secara eksponensial. Salah satu hal yang 

dapat menjadi penghambat pertumbuhan adalah ketersediaan nutrisi yang kurang 

pada media pertumbuhan, sehingga sisa metabolisme yang toksik dapat tertimbun 

dan mempengaruhi atau menghambat pertumbuhan.   

c. Fase stasioner 

Fase ini merupakan fase stabil karena nutrisi untuk pertumbuhan telah 

habis digunakan untuk fase log. Fase stasioner terjadi akumulasi hasil buangan 

yang bersifat racun. Tingkat pertumbuhan pada fase ini mulai melambat karena 

jumlah kematian seimbang dengan jumlah pembentukan sel baru. 

d. Fase kematian 

Fase ini merupakan fase akhir pertumbuhan dimana jumlah kematian sel 

semakin meningkat. Faktor yang mempengaruhi kematian adalah 

ketidaktersediaan sumber nutrisi pada kultur dan terakumulasinya hasil buangan 

yang bersifat racun.  
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Perhitungan mikroorganisme dapat dilakukan melalui 2 metode, yaitu 

secara langsung (direct count) dan tidak langsung atau OD (optical density). 

Direct count adalah cara perhitungan mikroorganisme secara langsung dengan 

melihat dan menghitung jumlah mikroorganisme menggunakan mikroskop. 

Sedangkan metode tidak langsung atau OD dilakukan dengan mengukur tingkat 

kekeruhan kultur mikroba menggunakan spektrofotometer (turbidometer) 

(Madigan, et al., 2012). 

Pengukuran turbidometer berdasarkan pada jumlah cahaya yang 

ditransmisikan atau dilewati kultur mikroba dalam larutan yang diuji. Persentase 

cahaya yang dilewatkan tersebut menunjukkan perbandingan dari jumlah sel 

mikroba yang dinyatakan dengan nilai OD (Optical Density).  Panjang gelombang 

yang biasa digunakan untuk mengukur tingkat kekeruhan kultur adalah 480 nm 

(biru), 540 nm (hijau), 600 nm (oranye) dan 660 nm (merah). Umumnya pada 

pengukuran turbidometer tidak terjadi kerusakan pada sampel yang diuji. 

Sehingga metode ini efektif digunakan untuk mengetahui waktu generasi, tingkat 

pertumbuhan dan membuat kurva pertumbuhan (Madigan et al., 2012).  

2.4 Isolasi Bakteri 

 Isolasi bakteri endofit tidak terlepas dari proses sterilisasi permukaan 

organ tumbuhan inangnya. Proses tersebut berfungsi untuk membunuh dan 

menghilangkan mikroba epifit pada permukaan tumbuhan tersebut sehingga 

mikroba yang terisolasi hanyalah yang terdapat dalam jaringan tumbuhan tersebut 

(Larran, Mónaco & Alippi, 2001).  
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Proses sterilisasi permukaan umumnya menggunakan proses perendaman 

dalam alkohol dan larutan natrium hipoklorit (NaOCl) (Radu & Kqueen, 2002). 

Alkohol dapat mendenaturasi protein dan melarutkan lipid sehingga mampu 

merusak membran pada dinding sel bakteri yang menyebabkan lisis. Pada 

umumnya alkohol yang digunakan adalah pada konsentrasi 70% dikarenakan 

efektif untuk memecah protein pada mikroorganisme (Adji, Zuliyanti & Herny, 

2007). Sedangkan NaOCl termasuk senyawa klorin yang dapat menghambat atau 

merusak pertumbuhan sel mikroba dengan mengganggu oksidasi dari berbagai 

enzim yang terkait. Sehingga proses metabolisme selnya tenganggu dan 

mengakibatkan kematian (Valera, et al., 2009). 

2.5 Identifikasi Bakteri 

2.5.1 Pewarnaan Gram 

Teknik pewarnaan Gram dikenalkan sekitar tahun 1884 oleh seorang ahli 

bakteriologi dari Denmark yang bernama H. Christian Gram. Teknik pewarnaan 

Gram ini dilakukan untuk mengetahui jenis bakteri gram negatif atau gram positif 

berdasarkan struktur penyusun dinding selnya. Pewarnaan Gram sangat berguna 

dalam mengidentifikasi jenis bakteri. Salah satunya yaitu untuk mengidentifikasi 

suatu penyakit yang disebabkan bakteri patogen (Novel, Wulandari & Safitri, 

2010).  
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Tabel 2.2 Perbedaan bakteri gram positif dengan negatif (Novel, dkk., 2010) 

No Gram Positif Gram Negatif 

1. Memiliki Mg ribonukleat Tidak memiliki Mg ribonukleat 

2. Sangat sensitif pada pewarna 

trifenilmetan 

Kurang sensitif pada pewarna 

trifenilmetan 

3. Sensitif terhadap zat penisilin Sensitif terhadap zat streptomysin 

4. Tidak larut KOH 1%, tahan basa Larut pada KOH 1%, sensitif basa 

5. Umumnya coccus atau silinder 

berspora kecuali Cyanobacterium & 

Lactobacillus 

Umumnya silinder non spora kecuali 

Neisseria 

6. Tahan terhadap asam Tidak tahan terhadap asam 

7. Kisaran isoelektrik pada pH 2,5-4 Kisaran isoelektrik pada Ph 4,5-5,5 

 

 Pengecatan Gram diawali dengan proses fiksasi yang selanjutnya 

ditambahakan beberapa larutan yaitu crystal violet, larutan iodin, alkohol dan 

safranin atau pewarna lain yang cocok sebagai tandingan. Bakteri Gram positif 

akan mempetahankan zat warna dari kristal ungu sehingga akan tampak 

berawarna ungu tua. Sedangkan bakteri Gram negatif tidak mampu 

mempertahankan warna kristal ungu saat ditambahkan alkohol dan akan terwarnai 

oleh zat pewarna tandingan safranin sehingga akan tampak berwarna merah 

(Pelczar & Chan, 2013).  

 

Tabel 2.3. Pewarnaan Gram (Pelczar & Chan, 2013) 

No. 
Larutan & Urutan 

Penggunaanya 

Reaksi dan Tampang Bakteri 

Gram Positif Gram Negatif 

1. Ungu Kristal (UK) Sel berwarna ungu Sel berwarna ungu 

2. Larutan Yodium (Y) Kompleks UK-Y ter-

bentuk dalam sel (sel 

berwarna ungu) 

Kompleks UK-Y ter-

bentuk dalam sel (sel 

berwarna ungu) 

3. Alkohol Dinding sel dehidrasi, pori-

pori menciut, UK-Y tidak 

dapat keluar dari sel (sel 

tetap ungu) 

Lipid terekstrasi dari 

dinding sel, pori-pori 

mengembang, UK-Y 

keluar dari sel (sel tidak 

berwarna) 

4. Safranin Sel tidak terpengaruh (sel 

tetap ungu) 

Sel menyerap warna 

safranin (sel berwarna 

merah) 
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2.5.2 Pewarnaan Endospora 

 Teknik pewarnaan endospora dilakukan untuk mengamati keberadaan 

spora pada suatu bakteri. Bakteri yang memiliki spora biasanya berbentuk batang 

atau bulat. Spora pada bakteri merupakan suatu alat pertahanan yang dikeluarkan 

ketika kondisi lingkungan kurang baik. Spora ini umumnya dinamakan endospora 

karena letaknya di dalam tubuh bakteri tersebut. Pengamatan mengenai endospora 

pada bakteri ini menjadi penting karena berdasarkan literatur, beberapa bakteri 

yang berspora cukup berbahaya terhadap sekitarnya, baik pada tumbuhan, hewan 

maupun manusia. Selain itu, adanya endospora pada bakteri dapat melindungi 

dirinya dari senyawa antibakteri (Novel, dkk., 2010). 

 Struktur penyusun endospora terdiri atas (Radji, 2009): 

a. Core, merupakan sitoplasma yang di dalamnya terdapat segala unsur yang 

mendukung kehidupan bakteri, seperti enzim, ribosom, DNA, RNA dalam 

jumlah sedikit dan beberapa senyawa lainnya. 

b. Dinding spora, merupakan lapisan terdalam endospora yang tersusun atas 

peptidoglikan. 

c. Korteks, merupakan lapisan tebal pada endospora. 

d. Coat, merupakan lapisan berkeratin yang mampu melindungi spora dari 

kondisi lingkungan yang buruk. 

e. Eksosporium, merupakan membran lipoprotein pada lapisan terluar endospora.  

Spora berdasarkan letaknya dapat dibedakan menjadi 3 yaitu: (1) sentral, 

apabila letaknya berada di tengah sel, (2) terminal, apabila letaknya di ujung sel, 

dan (3) sub terminal, apabila letaknya di tengah dan ujung sel. Bentuk spora 
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lonjong atau bulat. Bakteri yang memiliki spora umumnya berasal dari Famili 

Bacillaceae, yaitu dari Genus Bacillus, Clostridium, dan Sporosarcina. Dalam 

kondisi berspora, bakteri tidak makan maupun melakukan pembiakan. Dinding 

spora akan pecah apabila kondisi lingkungan telah membaik dan bakteri akan 

aktif kembali (Novel, dkk., 2010).  

2.6 Metabolit Bakteri 

2.6.1 Metabolit Primer  

 Metabolit primer merupakan senyawa metabolit yang vital dan dasar 

dalam proses kehidupan. Biosintesis metabolit primer dapat menghasilkan suatu 

senyawa esensial yang menjadi dasar dalam reaksi kimiawi kehidupan. Seperti 

pembentukan gula (karbohidrat) sebagai penghasil energi, asam amino sebagai 

biokatalis dan pembangun jaringan, serta asam lemak sebagai cadangan energi 

dan pembangun dinding sel. Tanpa adanya metabolit primer maka tidak akan ada 

dasar kehidupan dan produksi metabolit sekunder (Saifudin, 2014). Sehingga 

metabolit primer sangatlah penting dalam kehidupan dan pertumbuhan makhluk 

hidup tetapi hanya diproduksi dalam jumlah sedikit (Nofiani, 2008).  

 Umumnya metabolit primer diproduksi secara terbatas atau tidak 

berlebihan. Karena pada beberapa mikroorganisme apabila metabolit primer 

berlebihan dapat menghambat pertumbuhan atau bahkan dapat menyebabkan 

kematian pada mikroorganisme tersebut. Metabolit primer dihasilkan bersamaan 

dengan proses pembentukan sel-sel baru dan kurva pertumbuhannya berbanding 

lurus dengan kurva pertumbuhan secara paralel (Pratiwi, 2008). 
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 Ciri-ciri metabolit primer mikroorganisme adalah sebagai berikut (Pratiwi, 

2008): 

a. Dibentuk melalui proses metabolisme primer 

b. Mempunyai manfaat yang jelas dan esensial untuk proses hidup suatu 

organisme  

c. Berhubungan erat dengan proses pertumbuhan organisme yang 

menghasilkannya 

d. Tidak spesifik (hampir terdapat pada semua organisme) 

e. Diproduksi dan disimpan secara intraseluler 

f. Hasil akhir dari proses metabolisme energi berupa etanol 

 Metabolit primer termasuk senyawa dengan berat molekul tinggi dan 

memiliki struktur relatif sama pada semua makhluk hidup yang terdiri dari 

karbohidrat, protein, asam nukleat, lemak dan vitamin. Metabolit primer 

merupakan bahan yang dihasilkan oleh alam, namun tidak dikenal sebagai bahan 

alami melainkan lebih dikenal sebagai bahan pangan atau nutrisi. Metabolit ini 

dipelajari dalam ilmu biokimia sebagai bahan biosintesis beberapa golongan 

senyawa metabolit sekunder (Nugroho, 2017).  

2.6.2 Metabolit Sekunder 

 Metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesis melalui proses 

biosintesis dan digunakan dalam menunjang kehidupan tetapi tidak vital 

(Saifudin, 2014). Metabolit sekunder berasal dari metabolit primer yang 

umumnya diproduksi dalam kondisi stres dan tidak digunakan dalam proses 

pertumbuhan (Nofiani, 2008). Metabolit sekunder dapat diproduksi oleh 
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mikroorganisme endofit seperti bakteri dan jamur. Mikroorganisme pada habitat 

aslinya umumnya membentuk koloni pada jaringan tanaman (Zulkifli, dkk 2016).  

 Fungsi metabolit sekunder diantaranya adalah sebagai atraktan dalam 

proses penyerbukan, menghalangi sinar UV, agen alelopati dan menjadi molekul 

sinyal di dalam nodul akar untuk membentuk nitrogen pada jenis kacang-

kacangan. Selain itu, metabolit ini juga dapat digunakan sebagai obat-obatan, 

serat, lilin, parfum, pewarna, agen penyedap, perekat dan minyak (Croteau, 

Kutchan & Lewis, 2000). Metabolit sekunder juga dapat digunakan untuk 

mempertahankan kehidupan mikroba saat berkompetisi dengan makhluk hidup 

lainnya karena dapat menjadi alat pertahanan alternatif (Tabarez, 2005).  

  Metabolit sekunder dalam proses pembentukannya bergantung pada 

kecepatan pertumbuhan, nutrisi, induksi enzim, inaktivasi enzim dan feedback 

control. Penurunan pertumbuhan dan keterbatasan nutrisi dapat menghasilkan 

sinyal untuk meregulasi sehingga mengakibatkan perbedaan morfologi 

(morfogenesis) dan perbedaan kimia (metabolit sekunder). Sinyal tersebut 

merupakan konduser bermolekul rendah yang berfungsi sebagai kontrol negatif 

sehingga dalam kondisi yang tidak normal (penurunan pertumbuhan dan 

keterbatasan nutrisi) dapat menstimulasi morfogenesis dan membentuk metabolit 

sekunder (Nofiani, 2008).  

Ciri-ciri metabolit sekunder adalah sebagai berikut (Pratiwi, 2008): 

a. Diproduksi melalui metabolisme sekunder 

b. Dihasilkan pada fase stasioner 
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c. Fungsinya belum diketahui, diduga tidak terkait dengan pertumbuhan maupun 

sintesis komponen suatu sel 

d. Diproduksi dan disimpan di luar sel 

e. Diproduksi secara terbatas oleh spesies tertentu dan termasuk suatu kekhasan 

bagi spesies penghasil  

f. Biasanya diproduksi oleh bakteri berspora atau fungi berfilamen 

g. Umumnya terkait dengan penghambatan atau pendorongan pertumbuhan, 

aktiitas antimikroba, sifat farmakologis, dan enzim spesifik  

 Metabolit sekunder tidak dihasilkan selama fase pertumbuhan cepat (fase 

logaritmik), melainkan diproduksi pada akhir fase petumbuhan atau fase stasioner 

ketika populasi sel tetap, yaitu jumlah petumbuhan dan kematian sel sama. 

Kondisi ini sel mikroba akan tahan terhadap kondisi ekstrem, seperti radiasi, suhu 

sangat dingin atau panas, senyawa kimia dan metabolit yang diproduksi sendiri 

(antibiotik). Metabolit sekunder mulai diproduksi ketika ketersediaan nutrisi pada 

media pertumbuhan telah habis. Keterbatasan nutrisi tersebut akan 

mengakumulasikan induser enzim suatu metabolit sekunder dan melepaskan gen-

gen sintesis dari represi katabolit (Pratiwi, 2008).  

2.6.2.1 Flavonoid 

 Flavonoid merupakan pigmen larut air yang terdapat pada sel-sel vakuola 

tumbuhan dan dapat dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu antosianin, flavonol dan 

flavon (Kabera, et al., 2014). Senyawa ini memiliki struktur kimiawi antara lain 

15 atom karbon dimana 2 cincin benzen (C6) terikat dengan rantai propana (C3) 
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sehingga membentuk susunan C6-C3-C6 (Lenny, 2006). Struktur senyawa 

golongan flavonoid ditunjukkan pada Gambar 2.2. 

 

    

Gambar 2.2 Struktur senyawa flavonoid (Robinson, 1995) 

 Flavonoid merupakan salah satu senyawa yang banyak ditemui pada 

semua bagian tumbuhan, seperti buah, sayuran, kacang-kacangan, batang, biji-

bijian, bunga dan madu. Flavonoid terlibat dalam proses fotosintesis, hormon 

pertumbuhan, transfer energi, kontrol respirasi, morfogenesis dan penentuan jenis 

kelamin. Pada bunga senyawa flavonoid berperan dalam memberikan warna yang 

menarik bagi penyerbuk tumbuhan. Pada daun senyawa flavonoid berperan dalam 

kelangsungan hidup tumbuhan karena mampu melindunginya dari serangan jamur 

patogen maupun radiasi UV-B (Cushnie & Lamb, 2005). 

  Flavonoid diproduksi sebagai respon akibat adanya infeksi mikroba, 

sehingga golongan senyawa ini efektif sebagai antibakteri atau antijamur yang 

mampu membunuh mikroorganisme. Kemampuan golongan flavonoid sebagai 

antibakteri terjadi karena adanya pembentukan senyawa kompleks dengan suatu 

protein ekstrasel sehingga mengakibatkan protein terdenaturasi dan dinding sel 

rusak atau dengan mengikat secara adhesin sehingga tidak terjadi penempelen 

pada sel inang baru (M. M. Cowan, 1999). 
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2.6.2.2 Alkaloid 

 Alkaloid disintesis dari asam amino seperti tirosin dan merupakan jenis 

senyawa metabolit yang memiliki atom nitrogen dasar. Alkaloid diproduksi oleh 

bermacam-macam organisme, seperti jamur, bakteri, binatang dan tanaman. 

Sebagian besar dari golongan alkaloid bersifat racun bagi organisme lain tetapi 

juga memiliki efek farmakologis dan pengobatan. Salah satu turunan alkaloid 

yang memiliki aktivitas antibakteri adalah golongan atropine. Alkaloid dicirikan 

memiliki keragaman struktural dan tidak ada klasifikasi yang seragam. Klasifikasi 

awal didasarkan pada sumber umum karena belum tersedia informasi mengenai 

struktur kimia, sedangkan untuk klasifikasi terbaru didasarkan pada kesamaan 

kerangka karbon (Kabera, et al., 2014). Struktur senyawa golongan alkaloid 

ditunjukkan pada gambar 2.3. 

 

      

Gambar 2.3. Struktur senyawa alkaloid (Robinson, 1995) 

 

Senyawa alkaloid mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan 

mengganggu komponen dinding peptidoglikan sel bakteri sehingga pembentukan 

dinding sel bakteri tidak sempurna dan sel tersebut akan mengalami kematian 

(Juliantina, et al., 2010). Selain itu, alkaloid memiliki gugus nitrogen yang akan 

bereaksi dengan asam amino penyusun DNA pada bakteri. Sehingga akan terjadi 
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perubahan pada susunan dan struktur asam amino yang mengakibatkan perubahan 

susunan genetik pada DNA dan akhirnya bakteri akan mati (Gunawan, 2009). 

2.6.2.3 Saponin  

  Saponin merupakan zat aktif kuat yang dapat menghasilkan busa apabila 

dikocok dengan air karena bersifat deterjen. Saponin dapat menyebabkan iritasi 

dan bersin pada lender serta mempunyai rasa yang pahit. Senyawa ini dapat 

bersifat toksik yang dapat menyebabkan hemolisis pada darah dan 

menghancurkan butir darah. Saponin juga dapat bersifat sangat toksik pada ikan 

apabila dalm bentuk sangat encer sehingga tumbuhan yang memiliki kandungan 

saponin telah banyak dimanfaatkan untuk racun ikan (Robinson, 1995). Struktur 

senyawa golongan saponin ditunjukkan pada Gambar 2.4. 

 

     

  Gambar 2.4. Struktur senyawa saponin (Robinson, 1995) 

 Saponin merupakan senyawa glikosida yang diduga berada pada banyak 

tanaman. Saponin memiliki efek membranolitik, artinya dapat membentuk suatu 

kompleks dengan kolestrol pada membran sel protozoa. Kemampuan saponin 

sebagai antibakteri terkait dengan terganggunya aktivitas bakteri karena adanya 

gugus monosakarida dan turunannya (Cheeke, 2001). Saponin dapat merusak 

membran sel bakteri yang mengakibatkan komponen penting sel keluar dan 
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mencegah komponen penting lainnya untuk masuk ke dalam sel. Kerusakan pada 

membran sel bakteri itulah yang dapat menyebabkan kematian pada bakteri 

(Monalisa, Handayani & Sukmawati, 2011). 

2.6.2.4 Tanin 

 Tanin merupakan senyawa fenolik yang mengendapkan protein dan 

tersusun atas beragam kelompok oligomer dan polimer. Tanin dapat membentuk 

kompleks dengan protein, selulosa, pati dan mineral. Senyawa ini disintesis 

melalui jalur asam sikimat yang juga dikenal sebagai jalur fenilpropanoid. Jalur 

tersebut juga mengarah ke pembentukan senyawa fenolik lain, seperti kumarin, 

isoflavon, lignin dan asam amino aromatik. Tanin digunakan sebagai obat-obatan 

nabati, seperti astringen untuk melawan diare, adiuretik terhadap perut dan 

antiinflamasi (Kabera, et al., 2014). Struktur senyawa golongan tanin ditunjukkan 

pada Gambar 2.5. 

 

     

Gambar 2.5. Struktur senyawa tanin (Robinson, 1995) 

 Tanin tidak dapat larut pada pelarut non polar, seperti kloroform, benzena 

dan eter. Umumnya dapat larut pada aseton, air, alkohol dan dioksan serta sedikit 

larut pada etil asetat (Anggraeni & Saputra, 2016). Senyawa ini memiliki aktivitas 
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antioksidan dan antibakteri. Kemampuan tanin sebagai antibakteri karena 

senyawa ini mampu menyebabkan kerut pada dinding atau membran sel bakteri 

sehingga mengganggu permeabilitas sel. Akibatnya aktivitas kehidupan sel akan 

terganggu dan dapat menyebabkan kematian (Ajizah, 2004). 

2.6.2.5 Fenolik 

 Senyawa fenolik dapat digolongkan menjadi komponen yang larut seperti 

phenylopropanoids, kuinon, asam fenolik, flavonoid dan komponen yang tidak 

larut contohnya lignin. Nama senyawa ini diambil dari nama senyawa induknya 

yaitu fenol. Struktur senyawa fenolik terdapat cincin aromatik yang memiliki satu 

atau lebih OH (gugus hidroksi) dan beberapa gugus lainnya. Kebanyakan dari 

senyawa fenol memiliki lebih dari satu gugus hidroksi sehingga sering disebut 

sebagai polifenol (Indrawati & Razimin, 2013). Struktur senyawa golongan 

fenolik ditunjukkan pada Gambar 2.6. 

 

     

Gambar 2.6. Struktur senyawa fenolik (Robinson, 1995) 

 Fenolik pada tumbuhan umumnya berupa aglikon yang memiliki 15 atom 

C dengan dua cincin benzene yang berhubungan pada rantai linier, dimana rantai 

tersebut memiliki 3 atom C6 dan 3 atom karbon ysng menjadikan strukturnya 

menjadi C6-C3-C6. Masing-masing atom C6 adalah cincin benzen yang 
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dihubungan pada tiga karbon (C3) rantai alifatis yang akan menjadi bentuk cincin 

ketiga. Susunan terserbut akan membentuk tiga macam struktus, yaitu 1,1-

diarilpropan (neoflavonoid), 1,2-diarilpropan (isoflavonoid) dan 1,3-diarilpropan 

(flavonoid) (Illing, Safitri & Erfiana, 2017). 

2.7 Bakteri Uji 

2.7.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus tersusun atas 2 kata, yaitu staphyle yang artinya kelompok 

buah anggur dan coccus yang artinya benih bulat. Bakteri Staphylococcus aureus 

termasuk dalam golongan gram positif yang berdiameter antara 0,8-1,0 mikron, 

non-motil, berbentuk bulat dan tidak berspora. Morfologi bakteri S. aureus 

ditunjukkan pada Gambar 2.7. Diantara jenis bakteri yang tidak berspora, 

S.aureus termasuk memiliki pertahanan yang paling kuat. Memiliki kisaran suhu 

15-40 ºC dan optimum pada suhu 35 ºC, termasuk bakteri anaerob fakultatif yang 

dapat tumbuh dengan melakukan fermentasi (respirasi aerob) untuk memproduksi 

asam laktat (Radji, 2009). 

 

 

Gambar 2.7. Staphylococcus aureus (Syahrurachman, dkk., 1993) 
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Menurut ITIS (2012) klasifikasi bakteri Staphylococcus aureus adalah 

sebagai berikut: 

Kingdom : Eubacteria 

Phylum : Firmicutes 

Class  : Bacilli 

Order  : Bacillales 

Family  : Staphylococcaceae 

Genus  : Staphylococcus 

Species : Staphylococcus aureus Rosenbach.  

Staphylococcus aureus termasuk salah satu flora normal pada manusia, 

umumnya ditemukan pada kulit, salusan pencernaan maupun saluran pernafasan. 

Flora normal merupakan sekelompok mikroorganisme yang secara alami hidup di 

permukaan kulit atau mukosa manusia baik yang sehat ataupun sakit. Kehadiran 

flora normal terkadang mengakibatkan munculnya penyakit akibat terjadinya 

perpindahan atau perubahan substrat dari yang semestinya (Djumaati, Yamlean & 

Lolo, 2018; Jawetz & Adelberg, 2005). 

 Identifikasi bakteri S. aureus berdasarkan uji katalase akan memberikan 

hasil positif. Pada media yang kaya nutrisi bakteri akan membentuk koloni 

berwarna kuning, sedangkan pada medium agar biasa dengan suhu 37 ºC dan 

suasana aerob tidak menghasilkan warna. Bakteri S. aureus mampu bertahan pada 

media miring hingga berbulan-bulan baik pada suhu kamar maupun dingin. 

Dalam kondisi kering pada kertas, benang, kain dan nanah bakteri masih mampu 

bertahan selama ± 6-14 minggu (Radji, 2009). 
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 S. aureus termasuk bakteri patogen invasif yang menyebabkan hemolisis, 

mencairkan gelatin, membentuk koagulase dan membentuk pigmen emas atau 

kuning. Bakteri ini mampu menghemolis eritrosit dan memfermentasi manitol. S. 

aureus mengandung protein dan polisakarida yang antigenik. Antigen merupakan 

suatu kompleks peptidoglikan asam teikhoat yang mampu menghambat 

mekanisme fagositosis dan merupakan bagian yang diserang oleh bakteriofage. 

Bakteri ini termasuk lisogenik karena memiliki faga yang mampu melisiskan 

anggota dari jenis sama namun tidak memberi pengaruh pada diri sendiri (Warsa, 

1994). 

 Penyakit akibat infeksi S. aureus diantaranya adalah infeksi nosokomial, 

infeksi kronis seperti endokarditis dan osteomielitis, infeksi pada kulit seperti 

furunkulosis dan bisul, infeksi pada saluran urin dan juga mengakibatkan 

keracunan makanan (Radji, 2009). Selain itu juga dapat menyebabkan penyakit 

meningitis dan pneumonia. Beberapa antibiotik yang umum digunakan untuk 

mengatasi infeksi S. aureus adalah penisilin, kloksasilin, vankomisin, ampisilin, 

tetrasiklin, sefalosporin dan metisilin (Jawetz & Adelberg, 2005).  

2.7.2 Shigella dysentriae 

Bakteri Shigella dysentriae merupakan Famili dari Enterobacteriaceae 

yang berbentuk batang dan bersifat anaerob. Bakteri ini termasuk bakteri gram 

negatif yang menjadi penyebab diare akut. Penyebaran bakteri S. dysentriae dapat 

melalui makanan, tinja, jari dan lalat (Rahayu, 2016). Memiliki ukuran 0,5-0,7 

µm, tidak memiliki spora dan tidak berflagel sehingga tidak bisa bergerak 
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(Heyman, 2009). Struktur morfologi bakteri S. dysentriae ditunjukkan pada 

Gambar 2.8. 

 

 

Gambar 2.8. Shigella dysentriae (Barsyaif, 2018) 

Klasifikasi bakteri Shigella dysendtriae menurut Engelkrik (2011) sebagai 

berikut: 

Kingdom : Prokaryotae (Bacteria) 

Phylum : Proteobacteria 

Class  : Gammaproteobacteria 

Order  : Enterobacteriales 

Family  : Enterobacteriaceae 

Genus  : Shigella 

Species : Shigella dysentriae 

Sifat morfologi bakteri S. dysentriae mirip dengan bakteri Salmonella, 

yang membedakan keduanya adalah uji serologi dan proses fermentasi. Bakteri S. 

dysentriae lebih rentan dengan bahan kimia dan tidak dapat membentuk gas 

ketika proses fermentasi. S. dysentriae umumnya memiliki koloni yang 

mengkilap, halus dan tidak berspora. Bakteri ini termasuk jenis aerob atau 

anaerob fakultatif. Memiliki pH optimum untuk pertumbuhannya pada 6,4-7,8, 
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suhu optimum pada 37 ºC dan dapat mati pada suhu 55 ºC. Tetapi bakteri ini 

mampu hidup pada kelembapan dan suhu rendah, yaitu dapat bertahan ± 2 bulan 

di dalam es. Di kondisi alam bebas, jenis bakteri ini dapat bertahan hidup ± 2-5 

bulan pada air laut (Radji, 2009).  

Shigella termasuk bakteri patogen pada usus yang menyebabkan penyakit 

disentri. Spesies Shigella masuk pada tribe Escherichiae karena berhubungan 

dengan sifat genetiknya, tetapi berada pada genus tersendiri karena memiliki 

gejala klinik yang khas yaitu genus Shigella. Genus ini terdapat 4 spesies, yaitu 

Shigella flexneri, Shigella dysentriae, Shigella sonnei, dan Shigella boydii 

(Karsinah, Lucky & Suharto, 1994). S. sonnei dan S. boydii umumnya hanya 

mengakibatkan infeksi yang lebih ringan dibandingkan S. flexneri dan S. 

dysentriae yang dapat mengakibatkan diare berdarah dan berlendir (WHO, 2005). 

 S. dysentriae menginfeksi dengan masuk dan menembus sel-sel epitel 

lapisan permukaan usus di dalam kolon dan ileum terminal. Setelah berhasil 

menembus lapisan mukosa, S. dysentriae memperbanyak diri dan mengakibatkan 

sel yang mati mengelupas dan menjadi tukak di mukosa usus. Reaksi ini 

menimbulkan penderita demam dan umumnya infeksi ini hanya terbatas pada usus 

dan jarang terdapat kasus pada organ lain. Gejala yang muncul dari infeksi ini 

adalah demam, nyeri, diare dan perut kejang. Penyakit diare akibat S. dysentriae 

dapat dibagi menjadi tiga jenis, yaitu diare berair, diare klasik dan diare 

kombinasi dari keduanya (Radji, 2009).   
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3.8 Antibakteri 

 Antibakteri merupakan obat atau zat kimia yang berguna untuk membunuh 

atau menghilangkan bakteri, terlebih pada bakteri yang patogen terhadap manusia. 

Beberapa istilah yang sering digunakan untuk upaya membunuh bakteri adalah 

bakterisid, antiseptik, germisid, bakteriostatik dan desinfektan (Pelczar & Chan, 

1988). Faktor-faktor yang dapat berpengaruh terhadap keefektifan senyawa 

antibakteri dalam menghambat pertumbuhan bakteri diantaranya 1) konsentrasi 

senyawa antibakteri, 2) waktu, 3) kondisi bakteri diantaranya jumlah, jenis, 

keadaan dan umur bakteri, 4) suhu, 5) sifat kimia dan fisik media pertumbuhan 

diantaranya pH, kadar air, jenis dan jumlah komponennya (Todar, 2005). 

Prinsip kerja dari senyawa antibakteri adalah toksisitas selektif, dimana 

senyawa tersebut bersifat lebih toksik (racun) terhadap mikroba daripada sel 

inangnya. Hal itu dikarenakan pengaruh obat yang bersifat selektif terhadap 

mikroba atau dikarenakan obat lebih unggul terhadap sel parasit pada suatu reaksi 

penting biokimia. Selain itu, hospes (manusia) juga memiliki struktur sel yang 

berbeda dengan mikroorganisme (Djide & Sartini, 2008).  

Luas zona hambat yang terbentuk dapat dikategorikan sesuai dengan 

standar daya hambat bakteri. Apabila diameter <5 mm maka termasuk kategori 

lemah, diameter 5-10 mm maka termasuk kategori sedang, diameter 10-20 mm 

maka termasuk kategori kuat dan apabila daya hambat >20 mm maka termasuk 

kategori sangat kuat (Davis & Stout, 2009). 
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Aktivitas senyawa antibakteri dapat dibedakan berdasarkan daya toksisitas 

selektifnya (Brooks, Butel & Morse, 2005): 

a. Bakteriostatik, adalah antibakteri yang dapat menghambat aktivitas bakteri 

patogen sehingga kadar atau jumlah sel yang hidup tetap sama. Namun apabila 

pemberian obat dihentikan dapat mengakibatkan pertumbuhan bakteri lagi. 

b. Bakterisidal, adalah antibakteri yang mampu membunuh sel bakteri dengan 

merusak dinding selnya (lisis), sehingga apabila pemberian obat dihentikan 

tidak akan mengaktifkan kembali pertumbuhan sel bakteri. 

2.8.1 Mekanisme Kerja Bahan Antibakteri 

 Cara kerja zat antibakteri dalam membunuh bakteri diantaranya adalah 

(Pelczar & Chan, 1988): 

a. Kerusakan dinding sel 

Dinding sel merupakan lapisan terluar yang kaku dan berfungsi untuk 

melindungi dan mempertahankan konsistensi sel. Struktur dinding sel pada bakteri 

terdiri atas peptidoglikan, yaitu suatu polimer komplek yang tersusun dari 

rangkaian asam N-asetilmuramat dan asam N-asetilglukosamin yang tersusun 

berselang-seling. Adanya lapisan peptidoglikan mengakibatkan struktur dinding 

sel menjadi kuat dan kaku sehingga dapat menahan adanya tekanan osmotik pada 

sel. Dinding sel bakteri dapat dihancurkan dengan mengganggu proses 

pembentukannya atau merusaknya setelah dibentuk. Zat antimikroba dalam 

konsentransi rendah dapat mengganggu pembentukan dinding sel dengan 

menghambat proses pembentukan ikatan-ikatan glikosida. Sedangkan zat 
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antimikroba dalam konsentrasi tinggi dapat menghentikan pembentukan dinding 

sel dengan mengganggu ikatan glikosida.  

b. Perubahan pada permeabilitas sel 

Membran sel yang membatasi sitoplasma bersifat permeabilitas selektif 

yang tersusun atas komponen protein dan fosfolipid. Membran sitoplasma 

bertugas dalam memelihara proses keluar masuknya suatu zat dalam sel. 

Membran juga mampu menjaga integritas komponen seluler dan merupakan situs 

reaksi-reaksi enzimatis. Adanya gangguan pada membran sel akibat bahan 

antimikroba dapat mengakibatkan perubahan pada permeabilitas sel dan 

menyebabkan penghambatan atau kematian sel. 

c. Perubahan pada asam nukleat dan molekul protein 

Asam nukleat dan molekul protein merupakan komponen penting untuk 

mempertahankan hidupnya. Apabila terjadi perubahan atau proses denaturasi pada 

protein dan asam nukleat maka dapat merusak sel yang bersifat irreversible (tidak 

dapat kembali). Adanya denaturasi dapat dipengaruhi oleh kepekatan konsentrasi 

dan suhu tinggi pada beberapa zat kimia.  

d. Penghambatan kerja suatu enzim 

Sel terdiri atas ratusan enzim yang berbeda-beda dan umumnya menjadi 

sasaran bekerjanya suatu zat penghambat. Zat-zat kimia diketahui telah banyak 

mengganggu aktivitas biokimiawi, seperti logam berat, perak, tembaga, air raksa 

yang umumnya memiliki aktivitas antimikroba dalam konsentrasi rendah. 

Terhambatnya kerja enzim tersebut dapat mengganggu proses metabolisme sel 

yang mengakibatkan kematian sel.   
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e. Penghambatan sintesis RNA, DNA, dan protein 

RNA, DNA dan protein merupakan komponen penting dalam kehidupan 

sel bakteri. Adanya hambatan atau gangguan pada ketiga komponen tersebut 

dapat menyebabkan kerusakan dan kematian sel. 

2.8.2 Metode Uji Antibakteri 

 Pengujian aktivitas antibakteri dapat dilakukan melalui beberapa cara 

meliputi: 

1. Metode Dilusi 

Metode dilusi dibagi menjadi dua macam, yaitu dilusi cair (broth dilution 

test) dan dilusi padat (solid dilution test). 

a. Metode dilusi cair  

Metode ini digunakan untuk mengetahui nilai KHM (Kadar Hambat 

Minimum) dan KBM (Kadar Bunuh Minimum) dari senyawa antimikroba. Prinsip 

penggunaan metode ini adalah penggunaan satu set tabung reaksi berisi media cair 

dan suspensi bakteri yang akan diuji. Kemudian tabung reaksi tersebut 

ditambahkan bahan antimikroba dengan beberapa tingkat pengenceran. Tabung 

diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37 ºC dan diamati tingkat kekeruhan pada 

masing-masing tingkat pengenceran. Ditentukan nilai konsentrasi terendah yang 

memiliki hasil biakan jernih (tidak terdapat pertumbuhan bakteri) sebagai kadar 

hambat minimum. Hasil biakan pada semua tabung yang jernih dibiakkan dalam 

media agar dan diinkubasi selama 1 hari. Diamati pertumbuhan bakteri pada 

masing-masing media pertumbuhan. Ditentukan konsentrasi terendah yang tidak 
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menunjukkan pertumbuhan bakteri dan dinyatakan sebagai kadar bunuh minimum 

(Tortora, 2001). 

b. Metode dilusi padat 

Metode ini prinsipnya hampir sama dengan dilusi cair, hanya saja pada 

metode ini menggunakan medium padat. Keunggulan dari metode ini adalah 

beberapa mikroba uji yang digunakan dapat diuji hanya dengan satu konsentrasi 

bahan antimikroba yang sama (Pratiwi, 2008). 

 

2. Metode Difusi 

Prinsip dari metode difusi adalah terjadinya difusi atau perpindahan 

senyawa antibakteri pada media agar yang telah diinokulasikan bakteri uji. Hasil 

dari metode ini adalah terbentuk atau tidaknya zona hambatan berupa zona bening 

yang mengelilingi cakram (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016). Metode difusi 

dapat dibedakan menjadi beberapa teknik, yaitu: 

a. Metode disc diffusion 

Metode disc diffusion (tes Kirby-Bauer) digunakan untuk mengetahui 

aktivitas antimikroba. Kertas cakram yang telah jenuh dengan zat antimikroba 

ditempelkan di permukaan media agar yang telah ditambahkan mikroba uji 

sehingga terjadi difusi pada medium agar. Zona jernih menunjukkan adanya 

aktivitas penghambatan oleh zat antimikroba (Pratiwi, 2008).  

b. Metode E-test 

E-test dilakukan untuk menentukan nilai MIC (Minimum Inhibitory 

Concrentration) atau KHM (Kadar Hambat Minimum). Metode ini menggunakan 
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strip yang telah jenuh dengan zat antimikroba dengan konsentrasi paling rendah 

hingga paling tinggi kemudian ditempelkan di atas permukaan medium agar yang 

berisi mikroba uji. Hasil pengamatan yaitu terbentuknya zona bening pada 

masing-masing kadar penghambatan pada medium agar (Pratiwi, 2008).  

c. Metode Sumuran 

Suspensi koloni bakteri sebesar 10
8
 cfu/mL dicampurkan pada media 

padat kemudian dibuat sumuran (lubang) dan dibatasi dengan suatu garis tertentu. 

Larutan antibakteri yang akan diujikan ditambahkan ke dalam sumuran. Waktu 

inkubasi selama 18-24 jam dengan suhu 37 ºC. Hasil positif berupa terbentuknya 

zona bening disekitar sumuran (Jawetz & Adelberg, 2005). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

 Rancangan penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental 

yang bersifat kualitatif dan kuantitatif. Eksperimental kualitatif dengan cara 

isolasi dan identifikasi bakteri endofit daun kelor (Moringa oleifera L.) yang 

didapat dari Kecamatan Lowokwaru, Malang, serta skrining fitokimia metabolit 

bakteri endofit. Sedangkan eksperimental kuantitatif dengan pengujian potensi 

bakteri endofit daun kelor sebagai bahan antibakteri terhadap bakteri 

Staphylococcus aureus dan Shigella dysentriae.  

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Oktober 2020 sampai Maret 2021 

yang bertempat di Laboratorium Mikrobiologi dan Laboratorium Genetika di 

Prodi Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana 

Malik Ibrahim Malang.  

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Penelitian 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari autoklaf, oven, 

freezer, cawan petri, spidol permanent, jarum ose, botol selai, bunsen, penyangga 

kaki tiga, kawat ram, korek api, gunting, penjepit, mikroskop, kaca preparat, 

pinset, Laminar Air Flow (LAF) kabinet, inkubator, shaker inkubator, destruk, 

timbangan analitik, hotplate, stirer, mortar alu, nampan, mikropipet, tip biru, tip 

kuning, tabung reaksi, rak tabung reaksi, tabung eppendorf, gelas ukur, beaker 
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glass, spatula, spatula drigalski, tabung erlenmeyer, pipet tetes, jangka sorong, 

vorteks, spektrofotometer, kuvet, centrifuge dan kamera.  

3.3.2 Bahan Penelitian 

 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari daun kelor 

(Moringa oleifera L.), media NA (Nutrient Agar), media NB (Nutrient Broth), 

media MHA (Muller Hinton Agar), bakteri uji Staphylococcus aureus dan 

Shigella dysentriae yang diperoleh dari koleksi Laboratorium Mikrobiologi 

Universitas Brawijaya, kertas label, kertas whatman, aluminium foil, plastik, 

karet, spirtus, kapas, kassa, etanol 70%, larutan NaOCl 5,25%, akuades, larutan 

kristal ungu, larutan iodin, larutan safranin, larutan malachite green, minyak 

immersi, tisu, NaCl 0,9%, plastik wrap, larutan kloramfenikol, methanol, serbuk 

logam Mg, larutan HCl pekat, larutan FeCl3 1%, pereaksi Wagner. 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Sterilisasi alat gelas dan bahan dilakukan dengan membungkus alat-alat 

dengan kertas kemudian dimasukkan dalam plastik tahan panas. Setelah itu 

disterilkan menggunakan autoklaf selama 15-20 menit pada suhu 121 ºC dengan 

tekanan 15 psi (per square inchi) (Prasaja, Darwis & Astuti, 2014). Sedangkan 

untuk alat lain seperti pinset dan ose disterilkan dengan dibakar langsung 

menggunakan bunsen. 
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3.4.2 Pembuatan Media  

3.4.2.1 Media NA (Nutrient Agar) 

 Serbuk NA (Nutrient Agar) sebanyak 28 gram dilarutkan dalam 1000 mL 

akuades, kemudian dipanaskan dan distirer pada hotplate hingga mendidih. 

Dibuat media agar miring dengan memasukkan media pada tabung reaksi 

sebanyak 5-10 mL dan ditutup menggunakan aluminium foil atau kapas (proses 

ini dilakukan di dekat nyala api). Media disterilkan menggunakan autoklaf pada 

suhu 121 ºC selama 15 menit dengan tekanan 15 psi. Ditunggu hingga memadat 

selama ±30 menit pada kemiringan 30 ºC dan media dapat digunakan untuk 

perbanyakan bakteri (Jutono, dkk., 1973; Tanuwijaya, Siharta & Sinung, 2015). 

Pembuatan media untuk inokulasi dilakukan dengan menuangkan media NA cair 

yang telah disterilkan ke dalam cawan petri masing-masing sebanyak 10-15 mL. 

Ditunggu hingga memadat dan media dapat disimpan pada suhu 4 ºC (Ngajow, 

Abidjulu & Kamu, 2013). 

3.4.2.2 Media NB (Nutrient Broth)  

Serbuk NB (Nutrient Broth) sebanyak 13 gram dilarutkan dalam 1000 mL 

akuades di dalam erlenmeyer dan ditutup menggunakan alumunium foil.. 

Kemudian dipanaskan dan distirer pada hotplate hingga larut. Kemudian 

dibungkus dengan plastik tahan panas dan disterilkan menggunakan autoklaf pada 

tekanan 1 atm di suhu 121 ºC selama 15 menit (Jutono, dkk., 1973; Tanuwijaya, 

Siharta & Sinung, 2015). 
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3.4.2.3 Media MHA (Muller Hinton Agar) 

 Serbuk MHA (Muller Hinton Agar) sebanyak 38 gram dilarutkan dalam 

1000 mL akuades di dalam erlenmeyer dan ditutup menggunakan alumunium foil. 

Kemudian dipanaskan dan distirer pada hotplate hingga larut. Kemudian 

dibungkus dengan plastik tahan panas dan disterilkan menggunakan autoklaf pada 

tekanan 1 atm di suhu 121 ºC selama 15 menit  (Mahmudah & Atun, 2017).  

3.4.3 Isolasi Bakteri Endofit Daun Kelor 

3.4.3.1 Sterilisasi Daun Kelor 

Daun yang digunakan untuk penelitian adalah daun yang sehat, tidak ada 

kerusakan dan tua (berwarna hijau pekat). Sterilisasi dilakukan dengan mencuci 

beberapa helai daun kelor menggunakan air mengalir sekitar ±10 menit. 

Kemudian dilakukan sterilisasi permukaan di dalam Laminar Air Flow (LAF) dan 

secara berturut-turut direndam dalam 10 mL etanol 70% selama 1 menit dan 

dikocok perlahan, 10 mL natrium hipoklorit (NaOCl) 5,25% selama 5 menit dan 

10 mL etanol 70% selama 30 detik (Yati, Sumpomo & Candra, 2018). Kemudian 

daun kelor dicuci dengan akuades sebanyak 4 kali. Hasil pencucian terakhir 

diinokulasikan pada media NA untuk mengkonfirmasi efektifitas sterilisasi 

permukaan. Apabila menunjukkan pertumbuhan mikroba maka sampel tidak 

dapat digunakan dan harus diulang proses sterilisasi permukaannya (Sulistiyani, 

Ardyati & Winarsih, 2016).  
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3.4.3.2 Isolasi Bakteri Endofit 

 Daun sebanyak 1 gram yang telah disterilisasi kemudian dihaluskan 

menggunakan mortar alu dan dilakukan pengenceran dengan menambahkan 9 ml 

akuades steril. Serial pengenceran dibuat hingga pengenceran 10
-5

 dengan 

mengambil 1 ml suspensi yang sudah divortex dan ditambahkan dalam tabung 

berisi 9 ml akuades steril. Diambil 100 µl dari masing-masing pengenceran (10
-3

 – 

10
-5

) kemudian dituang pada media NA baru dengan metode pour plate dan 

diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 48 jam (Hung & Annapurna, 2004).  

3.4.3.3 Pemurnian Isolat Bakteri Endofit Daun Kelor 

 Pemurnian bertujuan untuk memisahkan koloni bakteri endofit dengan 

koloni lain sehingga didapatkan isolat murni. Setiap bakteri yang tumbuh dan 

memiliki ciri morfologi berbeda harus dimurnikan dengan mengambil 1 ose 

bakteri dan dipindahkan pada media NA dengan metode streak kuadran. 

Diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam (Kasi, dkk, 2015). Hal ini dilakukan 

berulang kali hingga didapatkan koloni murni, kemudian koloni murni 

dipindahkan pada media miring NA yang baru dan disimpan dan suhu 4 ºC untuk 

dijadikan kultur stok. 

3.4.4 Identifikasi Bakteri Endofit Daun Kelor 

3.4.4.1 Identifikasi Morfologi 

 Pengamatan morfologi dilakukan tanpa menggunakan alat bantu 

mikroskop. Diambil 1 ose isolat bakteri endofit dan ditanam pada media NA 

dalam cawan petri kemudian diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam. 

Pengamatan yang dilakukan meliputi antara lain warna, bentuk, tepi dan 
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permukaan koloni, kemudian dibandingkan dengan panduan identifikasi 

makroskopis Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Bergey‟s, 2005). 

3.4.4.2 Pewarnaan Gram 

 Pewarnaan gram dilakukan untuk mengetahui jenis bakteri secara 

mikroskopis. Diambil 1 ose isolat bakteri endofit dan digoreskan pada permukaan  

kaca preparat yang steril. Difiksasi dengan melewatkannya pada nyala bunsen.  

Ditambahkan 1 tetes kristal violet pada permukaan kaca preparat selama 1 menit 

kemudian dibilas dengan air mengalir hingga warna luntur. Ditambahkan 1 tetes 

larutan iodin pada permukaan preparat dan didiamkan selama 1 menit kemudian 

dibilas dengan air mengalir. Diteteskan alkohol pada permukaan preparat selama 

30 detik dan dibilas dengan air mengalir. Kemudian yang terakhir ditambahkan 1 

tetes safranin selama 1 menit dan dibilas kembali dengan air mengalir. Preparat 

dikering anginkan terlebih dahulu sebelum diamati menggunakan mikroskop. 

Diteteskan minyak immersi pada permukaan preparat dan diamati dengan 

perbesaran 1000x. Apabila sel bakteri endofit berwarna ungu berarti termasuk 

dalam bakteri gram positif, sedangkan apabila berwarna merah muda maka 

termasuk dalam bakteri gram negatif (Utami, dkk., 2018). 

3.4.4.3 Pewarnaan Endospora 

 Pewarnaan endospora dilakukan untuk mewarnai struktur pasif bakteri 

yaitu spora. Diambil 1 ose bakteri endofit dan digoreskan pada permukaan kaca 

preparat yang steril dan difiksasi. Siapkan air mendidih dalam beaker glass dan 

diletakkan kawat ram di atasnya. Preparat bakteri diletakkan di atas kawat ram 

dan ditutup dengan tisu. Ditambahkan larutan malachite green pada permukaan 
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preparat hingga basah selama 5-6 menit. Apabila tisu mengering dapat 

ditambahkan kembali tetesan malachite green. Preparat dipindahkan dan tisu 

dibuka hingga dingin kemudian dibilas dengan air mengalir selama 30 detik. 

Ditambahkan 1 tetes safranin selama 90 detik dan dibilas kembali dengan air 

mengalir selama 30 detik. Preparat dikering anginkan kemudian diamati 

menggunakan mikroskop. Spora bebas dan endospora akan berwarna hijau dan sel 

vegetatif akan berwarna merah (Utami, dkk., 2018). 

3.4.5 Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit Daun Kelor  

 Kultur murni bakteri endofit daun kelor harus dilarutkan terlebih dahulu 

sebelum digunakan untuk pembuatan kurva pertumbuhan. Diambil 1 ose bakteri 

endofit dari media NA dan diinokulasikan dalam 5 mL media NB (Nutrient 

Broth). Diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam (Rachmawati, Agung & 

Endang, 2017). Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri berdasarkan penelitian 

(Sulistijowati, 2012) yang dimodifikasi. Bakteri endofit yang telah diinkubasi 24 

jam kemudian diinokulasikan sebanyak 2,5 mL ke dalam 25 mL media NB dan 

dishaker selama 32 jam dengan kecepatan 150 rpm. Penentuan waktu 0 jam 

dimulai sejak inokulum dicampurkan pada media NB dan dilakukan pengukuran 

setiap 2 jam sekali. Pengukuran waktu pertumbuhan menggunakan metode optical 

density (OD), yaitu dengan mengukur nilai kerapatan bakteri menggunakan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm.  
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3.4.6 Skrining Fitokimia Ekstrak Bakteri Endofit Daun Kelor 

  Sampel yang digunakan untuk uji skrining fitokimia adalah isolat bakteri 

endofit pada fase stasioner. Hasil dari skrining fitokimia ini digunakan sebagai 

dasar pemilihan isolat untuk diuji aktivitas antibakterinya, dimana hanya bakteri 

yang mengandung empat sampat lima metabolit yang akan digunakan untuk uji 

antibakteri. Berikut masing-masing langkah kerja untuk uji skrining fitokimia 

(Pratama, Sarjono & Mulyani, 2015): 

3.4.6.1 Uji Fenolik 

100 µL ekstrak bakteri endofit dalam tabung reaksi ditambahkan 5 tetes 

larutan FeCl3 1%. Hasil positif apabila terjadi perubahan warna menjadi hijau atau 

hitam pekat.  

3.4.6.2 Uji Alkaloid 

100 µL ekstrak bakteri endofit dalam tabung reaksi ditambahkan 3-5 tetes 

pereaksi Wagner. Hasil positif apabila terjadi perubahan warna menjadi coklat 

atau kemerahan. 

3.4.6.3 Uji Flavonoid 

100 µL ekstrak bakteri endofit dalam tabung reaksi ditambahkan 1 mL 

methanol panas, kemudian ditambahkan serbuk logam Mg dan 3 tetes HCl pekat. 

Hasil positif apabila terjadi perubahan warna menjadi merah atau jingga. 

3.4.6.4 Uji Tanin 

100 µL ekstrak bakteri endofit dalam tabung reaksi ditambahkan 1 mL 

akuades panas, kemudian ditambahkan 3 tetes laruran FeCl3 1%. Hasil positif 

apabila terjadi perubahan warna menjadi hijau kehitaman. 
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3.4.6.5 Uji Saponin 

100 µL ekstrak bakteri endofit dalam tabung reaksi ditambahkan 1 mL 

akuades panas kemudian dikocok kuat. Hasil positif apabila muncul busa stabil 

selama ±10 menit.    

3.4.7 Uji Antibakteri 

3.4.7.1 Pembuatan Kultur Bakteri Uji 

 Bakteri yang akan digunakan untuk uji antibakteri harus dilakukan 

peremajaan, yaitu dengan menginokulasi bakteri kultur primer (murni) ke media 

yang baru. Caranya dengan menggoreskan satu ose bakteri murni ke dalam media 

NA (Nutrient Agar) miring yang dilakukan secara aseptis, kemudian diinkubasi 

pada suhu 37 ºC selama 24 jam. Setelah diinkubasi, bakteri dapat disimpan pada 

suhu 5 ºC hingga digunakan uji (Ningsih, et al., 2016). Hasil peremajaan 

kemudian diambil 1-2 ose dan dimasukkan ke dalam 5 mL NaCl 0,9%. Larutan 

tersebut dihomogenkan menggunakan vorteks. Dipindahkan 1 mL larutan ke 

dalam kuvet dan diukur nilai absorbansinya menggunakan spektrofotometer λ 625 

nm hingga nilai OD= 0,08-0,1 yang sesuai dengan standar Mc Farland 0,5 (1,5 x 

10
8
 CFU/mL) (Mubarak, Chismirina & Daulay, 2016). 

3.4.7.2 Pemanenan Senyawa Metabolit Isolat Bakteri Endofit 

Diambil 1 ose isolat bakteri endofit terpilih dari media NA dan 

diinokulasikan pada 5 mL media NB, kemudian dishaker inkubator selama 21 

jam. Waktu 21 jam tersebut berdasarkan pada fase akhir stasioner, dimana pada 

fase tersebut terakumulasi metabolit sekunder pada isolat bakteri endofit. Hal 

tersebut sesuai dengan Iqlima, et al., (2017) yang menyatakan bahwa 
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pengambilan metabolit sekunder bakteri endofit dilakukan pada akhir fase 

stasioner karena metabolit telah banyak diproduksi sebagai bentuk pertahanan diri 

bakteri endofit. Kemudian isolat bakteri endofit disentrifus dengan kecepatan 

3800 rpm selama 20 menit pada suhu 4 ºC. Hasil supernatan kemudian digunakan 

untuk uji aktivitas antibakteri (Elita, et al., 2013).  

3.4.7.3 Uji Aktivitas Antibakteri 

 Metode yang digunakan dalam pengujian aktivitas antibakteri adalah 

metode Kirby-Bauer dengan kertas saring Whatman. Kertas saring yang akan 

digunakan harus disterilkan terlebih dahulu dan dimasukkan oven pada suhu 70 

ºC (Noverita, Fitria & Sinaga, 2009). Bakteri S. dysentriae sebanyak 50 µL 

dituang pada cawan petri dengan metode pour plate kemudian ditambahkan 15 

mL media MHA cair (suhu ±50 ºC) dan dihomogenkan dengan diputar 

membentuk angka 8. Sedangkan untuk bakteri S. aureus menggunakan metode 

spread plate dengan dimasukkan 15 mL media MHA pada cawan petri, ditunggu 

hingga memadat. Setelah itu ditambahkan 50 µL bakteri uji dan diratakan 

menggunakan spatula drigalski. Sementara itu, kertas saring direndam pada 

ekstrak bakteri endofit selama ± 1 jam. Setelah itu kertas saring diletakkan pada 

media MHA secara triplo menggunakan pinset steril. untuk kontrol positif 

digunakan larutan kloramfenikol dan kontrol negatif menggunakan akuades steril. 

Diinkubasi pada suhu 37 ºC selama 24 jam hingga terbentuk zona hambat pada 

media MHA (Elita, et al., 2013).  Zona hambat yang terbentuk diukur 

menggunakan jangka sorong secara vertikal kemudian hasilnya dikurangi 6 mm 

(luas cakram) untuk mengetahui aktivitas antibakteri.  



54 
 

 
 

Luas zona hambat dihitung dengan rumus (Simarmata, Lekatompessy & 

Sukiman, 2007): 

Lz = Lav – Ld 

Keterangan : Lz    : diameter zona hambat (mm) 

          Lav : diameter zona hambat dengan kertas saring (mm) 

           Ld   : diameter kertas saring (mm)  

 Luas zona hambat yang telah diukur kemudian dibandingkan dengan 

standar daya hambat bakteri. Apabila diameter <5 mm maka daya hambat lemah, 

diameter 5-10 mm maka daya hambat sedang, diameter 10-20 mm maka daya 

hambat kuat dan apabila daya hambat >20 mm maka daya hambat sangat kuat 

(Davis & Stout, 2009). 

3.5 Analisis Data 

  Data yang diperoleh dari hasil isolasi dan identifikasi bakteri endofit daun 

kelor dianalisis secara kualitatif dengan pengamatan secara makroskopis dan 

mikroskopis. Pengamatan makroskopis berupa warna, bentuk, tepi dan permukaan 

koloni bakteri, sedangkan pengamatan mikroskopis berupa pewarnaan Gram dan 

pewarnaan endospora. Sedangkan untuk data yang diperoleh dari aktivitas 

antibakteri dianalisis secara kuantitatif dengan pengukuran zona hambat disekitar 

kertas cakram, diameter zona hambat diukur dalam satuan mm. Zona hambat yang 

terbentuk digunakan sebagai indikator bahwa bakteri endofit menghasilkan 

senyawa yang bersifat antibakteri. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Isolasi Bakteri Endofit Daun Kelor (Moringa oleifera L.) 

 Bakteri merupakan salah satu mikroorganisme yang sebagian besar 

jenisnya bermanfaat bagi manusia, hewan maupun tumbuhan. Sedangkan 

sebagian lainnya dapat memicu penyakit bagi makhluk hidup lainnya. Salah satu 

cara untuk menentukan peran bakteri dapat melalui proses isolasi dan identifikasi. 

Hal tersebut telah disebutkan dalam Q.S.Al-Jasiyah (45) : 13 sebagai berikut:  

يْعاا  َِ ا فًِ الَْسَْضِ جَ ٍَ خِ وَ ىَٰ ََٰ ا فًِ اىسَّ ٍَّ  ٌْ شَ ىنَُ دٍ  وَسَخَّ يَٰ ىِلَ لَََٰ َُّ فِيْ رَٰ ْْهُ ۗاِ ٍِّ  

          َُ ًٍ يَّرفََنَّشُوْ ىِّقىَْ   

Artinya: “Dan Dia telah menundukkan untukmu apa yang di langit dan apa yang 

di bumi semuanya, (sebagai rahmat dari pada-Nya), sesungguhnya 

pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kekuasaan 

Allah) bagi kaum yang berfikir.” (Q.S.Al-Jasiyah (45): 13). 

 

 Makna  َش  diartikan dengan sesuatu yang dapat dimanfaatkan. Allah سَخَّ

menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi ini seperti hewan, tanaman, 

mikroorganisme dan bahkan benda mati-pun dapat bermanfaatkan. Kutipan 

kalimat terakhir pada ayat tersebut menyiratkan bahwa manusia diberikan akal 

agar dapat berfikir tentang apapun yang diciptakan Allah. Berfikir akan ciptaan 

merupakan salah satu bentuk keyakinan terhadap kekuasaan Allah SWT (Tafsir 

Jalalain dalam Jalaluddin, 2015). Berfikir tentang ciptaan Allah juga termasuk 

keberadaan makhluk hidup yang terdapat pada jaringan makhluk hidup lainnya. 

Bakteri endofit adalah salah satu mikroba yang hidupnya berada pada jaringan 
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tumbuhan. Keberadaannya dalam tumbuhan tersebut menjadikan bakteri endofit 

memproduksi senyawa metabolit yang sama dengan tanaman inangnya sehingga 

potensinya banyak diteliti (Brader, et al., 2014). 

 Isolat yang ditumbuhkan pada media nutrient agar (NA) diamati ciri-ciri 

morfologinya secara makroskopis, berupa warna, bentuk, tepi dan permukaan 

koloni. Hasil isolasi dan pemurnian didapatkan 9 isolat bakteri endofit dengan 

ciri-ciri yang berbeda sebagaimana pada Tabel 4.1. Keragaman jenis bakteri 

endofit pada masing-masing tanaman berbeda tergantung faktor biotik maupun 

abiotiknya. 

 

Tabel 4.1 Karakterisasi Morfologi Bakteri Endofit Secara Makroskopis 

No 
Kode Isolat 

Morfologi Koloni 

Warna Bentuk Tepi Permukaan 

1. MO.3.A1 Putih Bulat Rata Cembung 

2. MO.3.A2 Putih Bulat Berombak Datar 

3. MO.3.B1 Putih Bulat Berlekuk Datar 

4. MO.3.C1 Putih Bulat kecil Rata Datar 

5. MO.4.A1 Putih Bulat Bergelombang Cembung 

6. MO.4.B1 Putih Bulat kecil Berombak Datar 

7. MO.4.B2 Krem Tidak teratur Bergelombang Datar 

8. MO.4.C1 Kuning Bulat Rata Cembung 

9. MO.5.A1 Krem Bulat Bergelombang Datar 

Keterangan : MO= singkatan dari Moringa oleifera  

    Angka 3,4,5= tingkat pengenceran 

    Huruf A,B,C= pengulangan 

Hasil pengamatan morfologi menunjukkan koloni bakteri endofit daun 

kelor memiliki banyak varian, baik dari segi warna, bentuk, tepi maupun 

permukaannya. Warna bakteri endofit yang berhasil diisolasi didominasi warna 

putih dan beberapa berwarna krem serta kuning. Secara umum bakteri endofit 

berbentuk bulat, ada juga yang berbentuk tidak teratur dan bulat kecil. Bentuk tepi 
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bakteri endofit beragam, yaitu rata, berombak, berlekuk dan bergelombang. 

Sedangkan untuk permukaannya ada dua tipe, yaitu datar dan cembung. Hal itu 

sesuai dengan Bhore & Sathisha (2010) yang menyebutkan bahwa mikroba 

endofitik pada satu tanaman tidak hanya berasal dari satu marga melainkan 

terdapat beberapa marga dan spesies. Keanekaragaman bakteri endofit pada 

tumbuhan dipengaruhi oleh beberapa faktor terutama kondisi tanah. Bahkan pada 

beberapa kasus, tumbuhan dari spesies yang sama memiliki bakteri endofit yang 

terkadang berbeda. Ada juga bakteri endofit yang spesifik atau khusus hidup di 

tumbuhan tertentu.  

 Seghers, et al. (2004) menyatakan bakteri endofit yang hidup pada suatu 

tanaman dipengaruhi oleh genotip, umur, jaringan yang ditempati dan musim 

isolasi. Keberadaan bakteri endofit juga dipengaruhi kondisi lingkungan, seperti 

adanya bahan organik, sifat tanah, budidaya, pemberian pupuk dan pestisida. 

Pemberian pupuk N dalam jumlah banyak dapat menurunkan jumlah bakteri 

endofit yang berasosiasi. Hal itu diduga karena pemberian pupuk N yang banyak 

dapat mengubah fisiologis tanaman yang dapat menurunkan jumlah sukrosa 

tanaman, dimana sukrosa berfungsi sebagai sumber karbon bagi bakteri endofit.   

Bakteri endofit yang berinteraksi dengan tumbuhan merupakan satu 

bentuk simbiosis. Simbiosis tersebut dapat bersifat netral, komensalisme atau 

mutualisme (Bacon & Hinton, 2006). Hubungan simbiosis mutualisme, bakteri 

endofit akan memperoleh nutrisi dari metabolisme tanaman (Simarmata, et al., 

2007) dan tanaman inang juga diuntungkan karena bakteri endofit dapat 

digunakan sebagai pembawa genetik bunga dan agen biologis untuk 
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meningkatkan kelangsungan hidup inang melawan jamur patogen (Larran, et al., 

2001).  

 

Tabel 4.2 Karakterisasi Morfologi Bakteri Endofit Secara Mikroskopis 

No Kode Isolat 
Morfologi Sel Bakteri 

Gram Struktur Endospora 

1. MO.3.A1 + Batang + 

2. MO.3.A2 + Batang - 

3. MO.3.B1 + Bulat  + 

4. MO.3.C1 + Batang + 

5. MO.4.A1 + Batang + 

6. MO.4.B1 + Batang + 

7. MO.4.B2 + Bulat + 

8. MO.4.C1 + Batang + 

9. MO.5.A1 + Batang + 

Keterangan: tanda +: memiliki endospora; tanda -: tidak memiliki endospora 

 Hasil pengamatan pewarnaan Gram menggunakan mikroskop 

menunjukkan semua isolat termasuk bakteri Gram positif (Tabel 4.2). Bentuk sel 

lebih didominasi bentuk bacil (batang) sebanyak 7 isolat dan bentuk coccus 

(bulat) hanya 2 isolat (Lampiran 4). Bakteri Gram positif ditunjukkan dengan 

terbentuknya warna ungu pada masing-masing isolat bakteri endofit. Trivedi, 

Pandey & Bhadauria (2010) menyatakan bahwa karakteristik bakteri Gram positif 

mempunyai jumlah peptidoglikan yang lebih banyak pada dinding sel daripada 

bakteri Gram negatif, yaitu sekitar 40-80% dari total berat kering. Peptidoglikan 

tersebut ada sekitar 40 bahkan lebih pada lapisan bakteri Gram positif, dimana 

ketebalan dinding sel sekitar 30-80 nm. Secara umum bakteri Gram negatif 

mempunyai dinding sel yang lebih tipis dan mengandung lebih banyak lipid 

daripada bakteri Gram positif.    
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Pengamatan endospora bertujuan untuk mengetahui adanya spora pada 

bakteri endofit. Hal tersebut berhubungan dengan keberadaan metabolit sekunder 

pada bakteri endofit. Menurut Pratiwi (2008) ciri-ciri metabolit sekunder 

diantaranya adalah diproduksi oleh bakteri berspora atau fungi berfilamen.  Hasil 

pewarnaan endospora menunjukkan bahwa 8 isolat bakteri endofit memiliki 

endospora dan 1 isolat yaitu MO.3.A2 tidak memiliki endospora (Tabel 4.2). 

Adanya endospora ditandai dengan terbentuknya warna hijau pada sel bakteri 

setelah dilakukan pewarnaan menggunakan malachite green (Lampiran 6). 

Endospora adalah suatu struktur yang memiliki lapisan dan dinding tebal yang 

terbentuk di dalam membran sel suatu bakteri (Pratiwi, 2008). Tsuneda & Currah 

(2004) menyebutkan bahwa endospora yang dimiliki bakteri merupakan suatu alat 

untuk mempertahankan hidupnya pada keadaan lingkungan yang tidak 

menguntungkan. Kondisi tersebut seperti suhu panas, kurangnya air dan juga 

senyawa beracun. 

Spora bakteri dibentuk di dalam sel sehingga disebut sebagai endospora 

dan hanya ada satu spora dalam setiap sel bakteri. Endospora pada bakteri 

memliki ciri-ciri pada susunan kimiawinya. Ciri tersebut salah satunya adalah 

adanya asam dipikolinat pada endospora bakteri. Asam dipikolinat merupakan 

suatu substansi yang tidak terdeteksi pada sel vegetatif bakteri yang memenuhi 

sekitar 5-10% berat kering endospora bakteri. Endospora juga mengandung 

kalsium dan pada lapisan korteks (lapisan luar spora) diduga tersusun atas Ca
2+

 

asam dipikolinat peptidoglikan (Pelczar & Chan, 2013). 
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4.2 Skrining Fitokimia Isolat Bakteri Endofit Daun Kelor 

4.2.1 Kurva Pertumbuhan Bakteri 

 Tahap awal yang dilakukan sebelum uji aktivitas antibakteri adalah 

pembuatan kurva pertumbuhan bakteri endofit. Kurva pertumbuhan berfungsi 

untuk mengetahui dinamika pertumbuhan bakteri. Menurut Rolfe, et al. (2012) 

pertumbuhan bakteri biasanya terdapat empat fase yang khas, yaitu fase awal 

dimana belum ada pertumbuhan bakteri (fase lag), kemudian fase berikutnya 

terjadi pertumbuhan yang sangat cepat (fase log), diikuti fase selanjutnya yang 

stabil (fase stasioner) dan terakhir fase kematian, dimana terjadi penurunan 

jumlah sel bakteri.   

 

  

 

Gambar 4.1 Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit Daun Kelor 
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Berdasarkan Gambar 4.1 menunjukkan bahwa secara umum bakteri 

endofit tersebut tidak memiliki fase lag. Hal itu dikarenakan kondisi media sudah 

sesuai sehingga bakteri dapat langsung membelah. Bakteri langsung memasuki 

fase log dari jam ke-0 hingga ke-12, dimana terjadi pertumbuhan secara cepat 

dengan laju yang konstan dan massa menjadi lebih banyak sehingga terjadi 

kenaikan pada kurva pertumbuhan bakteri. Fase yang terjadi selanjutnya adalah 

fase stasioner yang terjadi pada jam ke-12 hingga ke-22, dimana pada fase ini 

terjadi pertumbuhan dan kematian yang seimbang karena ketersediaan nutrisi 

mulai berkurang. Fase ini juga bakteri melakukan pertahanan diri dengan 

memproduksi metabolit sekunder sehingga terjadi penumpukan metabolit pada 

akhir fase stasioner. Sel mulai mengalami kematian pada jam ke-23, dimana 

jumlah sel yang mati terus bertambah karena nutrisi mulai habis dan 

mengakibatkan terjadi penurunan pada kurva pertumbuhan bakteri. 

Jenis fermentasi yang digunakan adalah jenis Batch yang merupakan 

sistem tertutup. Dimana segala kebutuhan nutrisi yang diperlukan bakteri untuk 

tumbuh dan menghasilkan produk disediakan dalam media fermentor. Sehingga 

tidak ada pemberian tambahan nutrisi atau pengambilan hasil produksi selama 

proses fermentasi. Jenis fermentasi Batch dianggap lebih mudah dan 

kemungkinan terjadinya kontaminasi dapat diminimlisir. Hasil fermentasi selama 

21 jam kemudian disentrifus yang bertujuan untuk memisahkan antara filtrat dan 

residu. Karena selama proses fermentasi menggunakan shaker inkubator terjadi 

sekresi metabolit hasil metabolisme ke dalam media fermentor (McNeil & 

Harvey, 2008). 



62 
 

 
 

Metabolit sekunder adalah senyawa yang diproduksi oleh mikroorganisme  

setelah tahap pertumbuhan cepat selesai, umumnya tidak efektif untuk proses 

pertumbuhan. Metabolit sekunder biasanya disimpan dan digunakan sebagai 

nutrisi cadangan untuk mempertahankan kelangsungan hidup. Metabolit sekunder 

umumnya diproduksi pada fase stasioner, yakni ketika jumlah sel bakteri stabil 

karena jumlah pertumbuhan dan kematian sama. Fase ini terjadi keterbatasan 

nutrisi yang mengakibatkan terkumpulnya induser enzim dari metabolit sekunder 

dan terjadi pelepasan gen-gen pemicu untuk produksi metabolit sekunder 

(Suharyono, dkk. 2012).  

Waktu pertumbuhan antar masing-masing bakteri endofit berbeda-beda 

yang disebabkan oleh beberapa faktor. Faktor tersebut diantaranya yaitu 

kemampuan berkembang biak, pH, suhu, media pertumbuhan, kemampuan 

mempertahankan hidup, konsentrasi enzim, lama inkubasi, kandungan senyawa 

metabolit dan ketersediaan nutrisi (Suharyono, dkk., 2012). White (1995) 

menambahkan bahwa tipe pertumbuhan setiap bakteri bergantung pada kebutuhan 

karbon dan gen yang dibawa setiap bakteri.   

4.2.2 Skrining Fitokimia Isolat Bakteri Endofit   

Skrining fitokimia pada isolat bakteri endofit dilakukan untuk mengetahui 

adanya senyawa metabolit yang dimiliki oleh bakteri endofit. Untuk selanjutnya, 

adanya senyawa metabolit tersebut memiliki kontribusi terhadap aktivitas 

antibakteri (Tabel 4.3).  
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Tabel 4.3 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Bakteri Endofit 

No Isolat Fenolik Alkaloid Flavonoid Tanin Saponin 

1. MO.3.B1 - - + + - 

2. MO.4.A1 + - - - - 

3. MO.3.A1 - - + + - 

4. MO.4.C3 - + + - + 

5. MO.4.B1 + + + + + 

6. MO.5.A4 + + + + + 

7. MO.3.C1 + - - - + 

8. MO.4.B2 - + + + - 

9. MO.3.A2 + + + + - 

Keterangan: +: mengandung senyawa metabolit 

          -: tidak mengandung senyawa metabolit 

 

Hasil skrining fitokimia ekstrak bakteri endofit menunjukkan bahwa 

semua bakteri endofit mengandung senyawa metabolit sekunder. Isolat MO.3.B1 

dan MO.3.A1 sama-sama mengandung dua senyawa metabolit, yaitu senyawa 

flavonoid dan tanin. Isolat MO.3.C1 juga hanya mengandung dua senyawa 

metabolit yaitu fenolik dan saponin. Isolat MO.4.A1 hanya mengandung senyawa 

fenolik yang ditunjukkan dengan perubahan warna menjadi hijau pekat. Isolat 

MO.4.C3 mengandung tiga jenis senyawa metabolit yaitu alkaloid, flavonoid dan 

saponin. Isolat MO.4.B2 juga mengandung tiga jenis senyawa metabolit yaitu 

alkaloid, flavonoid dan tanin. Isolat MO.3.A2 mengandung empat jenis senyawa 

metabolit sekunder yaitu fenolik, alkaloid, flavonoid dan tanin. Untuk isolat 

MO.4.B1 dan MO.5.A4 mengandung semua senyawa metabolit yang diujikan, 

yaitu senyawa fenolik, alkaloid, flavonoid, tanin dan saponin. Yandila, et al. 

(2018) menyatakan bahwa bakteri endofit dapat memproduksi senyawa metabolit 

yang kemampuannya sama atau mirip dengan tanaman inangnya. Hasil penelitian 
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Putra, et al. (2016) menyatakan bahwa ekstrak etanol daun kelor mengandung 

senyawa metabolit seperti alkaloid, flavonoid, fenolat dan tannin. 

 Aryani, et al. (2020) juga mengidentifikasi senyawa metabolit pada bakteri 

endofit daun alang-alang (Imperata cylindrica) dimana keempat ekstrak bakteri 

tersebut mengandung senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, fenol dan tanin. 

Begitupun dengan identifikasi senyawa pada ekstrak daun alang-alang yang 

positif mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, tanin, steroid dan terpenoid.  

Isolat yang mengandung senyawa fenolik ada lima, yaitu MO.4.A1, 

MO.4.B1, MO.5.A4, MO.3.C1 dan MO.3.A2. Hasil positif dari uji fenolik 

ditandai dengan perubahan warna menjadi hitam pekat setelah ditetesi dengan 

larutan FeCl3 1%. Perubahan tersebut dikarenakan adanya ikatan kompleks 

fosfotungstat-fosfomolibdat dari hasil reaksi gugus fenol dengan pereaksi FeCl3 

1% (Asmara, 2017). Senyawa fenol bersifat sebagai antibakteri karena adanya 

proses denaturasi protein sehingga struktur protein rusak. Adanya gangguan pada 

permeabilitas dinding sel mengakibatkan molekul-molekul besar dan ion dalam 

sel tidak stabil dan sel akan lisis (Rijayanti, 2014). 

Isolat yang memiliki kandungan senyawa alkaloid antara lain isolat 

MO.4.C3, MO.4.B1, MO.5.A4, MO.4.B2 dan MO.3.A2. Adanya senyawa 

alkaloid pada sampel ditandai dengan terbentuknya endapan berwarna coklat 

setelah direaksikan dengan pereaksi Wagner. Pereaksi Wagner tersusun atas 

kalium iodida (KI) dengan iodin (I2) yang apabila kedua senyawa tersebut 

bereaksi akan membentuk I3
-
 yang menjadikan perubahan warna menjadi coklat. 

Endapan coklat tersebut adalah hasil senyawa yang kompleks antara kalium-
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alkaloid, dimana endapan tersebut adalah hasil ikatan kovalen koordinat antara 

ion K
+
 dan nitrogen pada alkaloid (Marliana, Suryanti & Suyono, 2005). Prinsip 

kerja senyawa alkaloid sebagai antibakteri adalah terjadinya gangguan pada 

komponen yang menyusun dinding peptidoglikan sel bakteri, sehingga membran 

sel tidak terbentuk sempurna dan menyebabkan kematian sel (Juliantina, et al., 

2010). 

Isolat yang mengandung senyawa flavonoid antara lain senyawa MO.3.B1, 

MO.3.A1, MO.4.C3, MO.4.B1, MO.5.A4, MO.4.B2 dan MO.3.A2. Kandungan 

senyawa flavonoid ditunjukkan dengan adanya perubahan warna menjadi merah 

atau jingga. Uji Wilstatter menggunakan logam Magnesium (Mg) akan mereduksi 

polihidroksi dari flavonol di dalam larutan asam klorida (HCl). Adanya reaksi 

tersebut akan terbentuk garam benzopirilium atau flavilium yang menyebabkan 

terbentuknya buih dan perubahan warna menjadi merah (Zirconia, et al., 2015). 

Flavonoid memiliki aktivitas antibakteri dengan tiga mekanisme penghambatan, 

pertama dengan penghambatan pada sintesis asam nukleat melalui cincin B yang 

berperan pada interkalasi atau ikatan hidrogen dengan cara menumpukkan basa 

dari asam nukleat sehingga menghambat proses sintesis DNA dan RNA. Kedua, 

dengan menghambat metabolisme energi melalui penghambatan pada proses 

respirasi sel yang menyebabkan proses penyerapan metabolit dan sintesis 

makromolekul terganggu akibat adanya hambatan energi (Cushnie & Lamb, 

2005). Ketiga, dengan penghambat pada fungsi membran sel dengan cara 

berikatan dengan protein ekstrasel yang sifatnya larut sehingga mengakibatkan 

gangguan pada integritas membran bakteri (Cowan, 1999).  
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Isolat yang mengandung senyawa tanin adalah MO.3.B1, MO.3.A1, 

MO.4.B1, MO.5.A4, MO.4.B2 dan MO.3.A2. Adanya senyawa tanin pada sampel 

ditandai dengan perubahan warna menjadi hijau kehitaman. Larutan FeCl3 1% 

yang ditambahkan berfungsi untuk mengetahui keberadaan gugus fenol pada 

sampel karena tanin merupakan senyawa turunan dari polifenol. Penambahan 

larutan FeCl3 1% akan membentuk suatu senyawa kompleks antara FeCl3 dengan 

senyawa tanin yang menyebabkan perubahan warna menjadi hijau kehitaman 

(Ikalinus, et al., 2015). Prinsip kerja senyawa tanin sebagai antibakteri adalah 

adanya kerusakan pada membran sel dan pembentukan ikatan ion logam yang 

kompleks yang diakibatkan oleh sifat toksis tanin. Bakteri aerob membutuhkan 

zat besi untuk banyak fungsi, salah satunya adalah proses reduksi prekursor 

ribonukleotida DNA. Ikatan antara zat besi dengan senyawa tanin dapat 

mengganggu banyak fungsi pada sel bakteri (Akiyama, et al., 2001).  

Isolat yang mengandung senyawa saponin adalah isolat MO.4.C3, 

MO.4.B1, MO.5.A4 dan MO.3.C1. Hasil positif uji saponin ditandai dengan 

terbentuknya busa stabil selama ±10 menit. Terbentuknya busa tersebut 

dikarenakan  adanya penguraian senyawa saponin menjadi bentuk glikosida dan 

lainnya sehingga menimbulkan terbentuknya busa (Marliana, 2005). Saponin 

memiliki aktivitas antibakteri dengan mekanisme gangguan stabilitas pada lapisan 

membran yang mengakibatkan komponen penyusun sel bakteri seperti asam 

nukleat, protein dan nukleotida terlepas sehingga menyebabkan lisis pada sel 

bakteri (Darsana, Besung & Mahatmi, 2012).   
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4.3 Uji Aktivitas Antibakteri 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram, yaitu 

adanya difusi (perpindahan) senyawa antibakteri ke dalam media yang sudah 

diinokulasikan bakteri uji. Menurut Mawada (2008) kelebihan dari penggunaan 

metode difusi adalah dapat langsung mengetahui sensitivitas suatu senyawa dalam 

menghambat antibakteri dengan konsentrasi tertentu dan pengaplikasiannya 

sangat mudah.  Metode difusi cakram dilakukan melalui proses perendaman 

kertas saring cakram pada senyawa antibakteri selama beberapa menit. Kertas 

yang sudah jenuh akan senyawa antibakteri ditempelkan diatas media yang sudah 

diinokulasikan bakteri uji. Penggunaan media MHA (Muller Hinton Agar)  

sebagai media untuk aktivitas antibakteri berdasarkan rekomendasi dari FDA dan 

WHO. Hal itu karena kandungan bahan-bahannya seperti sulfonamides, 

trimethoprim dan tetrasiklin rendah dapat memberikan penghambatan yang baik 

terhadap pertumbuhan patogen. Alat dan bahan yang digunakan untuk pengujian 

aktivitas antibakteri juga harus disterilkan agar keberadaan mikroba dan spora 

dapat dimusnahkan sehingga tidak mempengaruhi hasil pengujian antibakteri 

(Handayani, et al., 2019). 

Isolat yang digunakan untuk uji antibakteri adalah isolat yang paling 

banyak mengandung beberapa senyawa metabolit berdasarkan hasil skrining 

fitokima. Isolat tersebut adalah MO.3.A2, MO.4.B1 dan MO.5.A4.  
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Tabel 4.4 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri 

Isolat Bakteri 

Endofit 

Staphylococcus aureus Shigella dysentriae 

Rata-rata 

Diameter (mm) 
Kategori 

Rata-rata 

Diameter (mm) 
Kategori 

MO.3.A2 6,44 Sedang 15,67 Kuat 

MO.4.B1 12,63 Kuat 15,35 Kuat 

MO.5.A4 8,22 Sedang 15,17 Kuat 

K(+) 21,07 Sangat kuat 26,13 Sangat kuat 

K(-) 0 Tidak ada 0 Tidak ada 

Keterangan: k(+)= kontrol positif (kloramfenikol); k(-)= kontrol negatif (akuades steril) 

Hasil aktivitas antibakteri pada bakteri S. aureus menunjukkan semua 

isolat membentuk zona bening (Gambar 4.3), dimana isolat MO.3.A2 

menghasilkan diameter sebesar 6,44 mm, isolat MO.4.B1 dengan diameter 12,63 

mm, isolat MO.5.A4 dengan diameter 8,22, dimana diameter tersebut lebih kecil 

daripada diameter kontrol positif (larutan kloramfenikol) yaitu sebesar 21,07 mm, 

sedangkan untuk kontrol negatif (akuades steril) tidak menghasilkan zona hambat. 

Aktivitas penghambatan isolat MO.3.A2 dan MO.5.A4 termasuk kategori sedang, 

isolat MO.5.A4 termasuk kategori kuat dan untuk kontrol positif termasuk 

kategori sangat kuat. Hal itu berdasarkan pada Davis & Stout (2009) yaitu 

diameter <5 mm termasuk kategori lemah, diameter 5-10 mm termasuk kategori 

sedang, diameter 10-20 termasuk kategori kuat dan diameter >20 mm termasuk 

kategori sangat kuat. 

Pengujian aktivitas antibakteri dari bakteri Shigella dysentriae juga 

membentuk zona bening (Gambar 4.4), dimana isolat MO.3.A2 menghasilkan 

diameter 15,67 mm, isolat MO.4.B1 dengan diameter 15,35 mm, isolat MO.5.A4 

dengan diameter 15,17 mm, dimana ketiga diameter tersebut lebih kecil dibanding 

diameter kontrol positif yaitu sebesar 26,13 mm dan kontrol negatif tidak 
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menghasilkan zona hambat. Aktivitas penghambatan ketiga isolat tersebut 

dikategorikan kuat karena berdiameter antara 10-20 mm, sedangkan kontrol 

positif dikategorikan sangat kuat dengan diameter >20 mm.  

 

 

     

               

Gambar 4.2 Zona hambat uji aktivitas antibakteri pada bakteri S.aureus 

Keterangan  : A= MO.3.A2; B=MO.4.B1; C=MO.5.A4; D=Kontrol positif(kloramfenikol);  

E=  Kontrol negatif (akuades steril) 

 

   

               

Gambar 4.3 Zona hambat uji Aktivitas antibakteri pada bakteri S.dysentriae 

Keterangan: A= MO.3.A2; B=MO.4.B1; C=MO.5.A4; D=kontrol positif (kloramfenikol); 

       E= kontrol negatif (akuades steril) 
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Hasil pengamatan menunjukkan aktivitas penghambatan pada bakteri S. 

dysentriae lebih besar dibandingkan pada bakteri S. aureus. Zona hambat terbesar 

pada S. dysentriae mencapai diameter 15,67 mm pada isolat MO.3.A2 dan ketiga 

isolat termasuk kategori kuat. Sedangkan zona hambat terbesar pada S. aureus 

yaitu 12,63 mm pada isolat MO.4.B1 dengan kategori kuat dan dua lainnya 

kategori sedang. Hal itu dikarenakan susunan dinding peptidoglikan pada Gram 

positif lebih tebal sehingga lebih sulit ditembus senyawa metabolit. Hal itu 

didukung oleh Malanovic & Lohner (2016) yang menyatakan bakteri Gram positif 

tersusun atas lapisan dinding yang lebih tebal, yaitu peptidoglikan (PGN) yang 

tertiri secara bergantian antara unit disakarida N-asetil glukosamin dengan asam 

N-asetil muramat (NAM-NAG) yang terhubung menyilang pada rantai samping 

pentapeptida sekitar 40-80 lapisan dan merupakan senyawa multigigadalton yang 

mencapai 90% berat kering dari Gram positif. Tebal polisakaridanya sekitar 20-80 

nm yang tersusun atas teikoat, asam teikuronat dengan atau tanpa envelope yang 

merupakan protein dan bermacam-macam polisakarida.   

  S. aureus memiliki komposisi protein permukaan yang dapat berubah 

secara signifikan mengikuti pola pertumbuhan dan kebutuhan sel. Struktur 

peptidoglikan pada S. aureus juga memiliki crosslink peptida dengan asam amino 

yang banyak pada rantai glikan yang mengakibatkan ekstrak bakteri endofit sulit 

memasuki sel bakteri untuk menghambat pertumbuhannya (Silhavy, Daniel & 

Suzanne, 2010). Bahkan apabila lapisan membran mengalami kerusakan 

irreversible, sel bakteri tidak mudah hancur karena adanya peptidoglikan yang 

berfungsi untuk mempertahankan kondisi sel untuk waktu yang lama. Sehingga 
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lapisan dinding sel sangat mempengaruhi aktivitas senyawa metabolit dalam 

menghambat S. aureus.  

Perbedaan luas zona hambat yang terbentuk pada setiap bakteri endofit 

dipengaruhi oleh kemampuan yang berbeda dalam memproduksi metabolit 

sekunder yang memiliki aktivitas antibakteri, sehingga isolat MO.4.B1 dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dengan kategori kuat. Oktavia & 

Pujiyanto (2018) menyebutkan bahwa diameter zona hambat dipengaruhi oleh 

banyak faktor, seperti kandungan metabolit, konsentrasi bakteri uji, konsentrasi 

bakteri endofit, waktu inkubasi, suhu, pH dan media yang digunakan. 

Ketiga isolat bakteri endofit tersebut memiliki spektrum penghambatan 

yang luas, karena dapat menghambat bakteri uji dari golongan Gram positif yaitu 

Staphylococcus aureus dan Gram negatif yaitu Shigella dysentriae. Hasil diameter 

penghambatan menunjukkan isolat bakteri MO.4.B1 memiliki penghambatan 

yang kuat terhadap kedua bakteri uji. Brooks, et al. (2005) menyatakan 

mekanisme penghambatan antibiotik dikategorikan menjadi dua, broad spectrum 

dan narrow spectrum. Broad spectrum merupakan jenis antibiotik dengan 

spektrum luas yang dapat menghambat atau membunuh bakteri Gram Positif dan 

Gram negatif. Antibiotik dengan broad spectrum meliputi tetrasiklin, 

kloramfenikol dan ampisilin. Sedangkan narrow spectrum merupakan jenis 

antibiotik dengan spektrum sempit karena hanya menghambat salah satu jenis 

bakteri. Antibiotik dengan narrow spectrum meliputi penicilin, basitrasina, 

streptomisin dan beberapa jenis lainnya.   
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Adanya aktivitas antibakteri diduga karena kandungan metabolit sekunder 

yang dihasilkan bakteri endofit. Beberapa jenis metabolit yang dihasilkan tersebut 

mempunyai aktivitas antibakteri dengan mekanisme penghambatan yang berbeda 

namun sinergis. Efektivitas senyawa metabolit untuk obat-obatan dikarenakan 

terjadi sinergitas antar senyawa metabolit sehingga akan menghasilkan aktivitas 

yang lebih maksimal dan potensi toksisitas pada senyawa tunggal dapat menurun. 

Sinergitas antar senyawa tersebut juga diklaim mampu mencegah timbulnya 

resistensi obat dan menurunkan efek samping yang tidak diinginkan (Poongothai 

& Rajan, 2013).   

Adanya zona hambat yang terbentuk menunjukkan terjadinya proses 

penghambatan pertumbuhan bakteri endofit yang diduga disebabkan adanya 

senyawa metabolit pada ekstrak kasar bakteri endofit (Abubakar, Fatimawali, & 

Yamlean, 2019). Antibiotik merupakan senyawa metabolit yang diproduksi oleh 

mikroorganisme melalui jalur metabolisme atau dikarenakan keberadaan enzim 

yang tidak dibutuhkan untuk pertumbuhan dan pertahanan sel tanaman. Antibiotik 

adalah substansi yang pada konsetrasi sedikit mampu menghambat atau 

membunuh mikroorganisme lain. Antibakteri yang merupakan antibiotik juga 

mampu mempertahankan kehidupan mikroba itu sendiri dari lingkungan yang 

tidak menguntungkan (Schaad & Jones, 2001). 

 Penggunaan kontrol positif berfungsi sebagai kontrol untuk mengetahui 

respon penghambatan atau kematian bakteri uji memang benar dikarenakan 

penggunaan obat kimia (Pollack, et al., 2009). Kontrol positif yang digunakan 

adalah larutan kloramfenikol dengan konsetrasi 50 mg/ 50 mL akuades steril. 
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Kloramfenikol merupakan senyawa kimia yang awalnya diproduksi oleh 

Streptomyces venezuelae dan untuk penggunaan sekarang telah diproduksi secara 

sintetik dan bersifat bakteriostat. Cara kerja kloramfenikol dengan menghambat 

proses sintesis protein pada mikroorganisme secara kuat. Sehingga dapat 

mengganggu proses penempelan asam amino pada rantai peptida di unit 50S pada 

ribosom yang dapat mengacaukan sistem kerja peptidil transferase (Jawetz & 

Adelberg, 2005). Kloramfenikol memiliki spektrum luas yang dapat menghambat 

bakteri Gram positif maupun Gram negatif. Sehingga pada penelitian ini 

digunakan sebagai kontrol positif untuk menghambat bakteri Staphylococcus 

aureus yang merupakan bakteri Gram positif dan Shigella dysentriae yang 

merupakan bakteri Gram negatif.  

Kontrol negatif berfungsi untuk memastikan bahwa aktivitas 

penghambatan tidak dipengaruhi oleh senyawa lain yang berasal dari media atau 

faktor lainnya. Kontrol negatif yang digunakan dalam pengujian aktivitas 

antibakteri adalah akuades steril. Hasil kontrol negatif baik untuk bakteri S. 

aureus maupun S. dysentriae tidak menghasilkan zona bening yang 

mengindikasikan bahwa kontrol yang digunakan tidak mempengaruhi hasil pada 

uji antibakteri. Handayani, et al. (2019) menyatakan bahwa zat yang dapat 

digunakan sebagai kontrol negatif adalah suatu pelarut yang mampu menjadi 

pengencer majemuk. Sehingga larutan tersebut dapat digunakan sebagai 

pembanding yang tidak mempengaruhi hasil uji antibakteri.  
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Hasil penelitian tersebut menjadi salah satu proses berfikir terhadap 

penciptaan Allah. Sebagaimana firman Allah dalam Q.S.Ali-Imran (3):191 

sebagai berikut:  

خِ   ىَٰ ََٰ َُ فيِْ خَيْقِ اىسَّ ٌْ وَيَرفََنَّشُوْ ً جُْىُْتِهِ عَيَٰ قعُىُْداا وَّ ا وَّ اٍ َ قيَِا َُ اللّٰه َِ يَزْمُشُوْ  اىَّزِيْ

َْلَ فَقَِْا عَزاَبَ اىَّْاسِ      ۚ سُثْحَٰ زاَ تَاطِلًا ا خَيَقْدَ هَٰ ٍَ َا  وَالَْسَْضِۚ سَتَّْ   

Artinya: “(yaitu) orang-orang yang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk 

atau dalam keadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang 

penciptaan langit dan bumi (seraya berkata) “Ya Tuhan kami, tidaklah 

Engkau menciptakan ini sia-sia” Maha Suci Engkau, lindungilah kami 

dari adzab neraka”. (Q.S.Ali-Imran (3): 19). 

 

 Kata  َُ شُوْ خِ وَالَْسَْضِۚ  artinya memikirkan dan kata وَيرَفََنَّ ىَٰ ََٰ  artinya فِيْ خَيْقِ اىسَّ

tentang penciptaan langit dan bumi. Ayat tersebut menjelaskan tentang orang-

orang yang berfikir dan selalu mengingat Allah dalam kondisi apapun, baik ketika 

berdiri, duduk maupun berbaring. Mereka yang selalu memikirkan tentang segala 

ciptaan Allah SWT. Al-Qurthubi (2008) menyebutkan bahwa pada ayat di atas 

Allah menyerukan setiap makhluknya untuk menyaksikan, menelaah dan 

mengagumi ciptaan-Nya. Dimana segala apapun yang Allah ciptakan pasti 

membawa manfaat dan tidak akan menjadi sia-sia. Hal yang dapt disimpulkan dari 

penjelasan ayat tersebut adalah setiap apapun yang ada di langit maupun bumi 

dapat dimanfaatkan, termasuk keberadaan bakteri endofit di dalam jaringan 

tumbuhan yang memiliki senyawa metabolit untuk aktivitas antibakteri.  
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 Imam Bawani (2002) menambahkan secara tekstual, ayat di atas memiliki 

makna tentang penciptaan alam semesta dengan isinya termasuk hukum-hukum 

yang tertera di dalamnya memiliki rahasia-rahasia. Apabila dikaitkan dengan 

adanya mikroorganisme, maka tentunya Allah telah memberikan hikmah dan 

manfaat atas segala yang Allah ciptakan.   
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah diuraikan diatas, dapat diambil 

kesimpulan sebagai berikut: 

1. Hasil pengamatan karakteristik secara makroskopis isolat bakteri endofit daun 

kelor secara umum berwarna putih, berbentuk bulat, bertepi rata dan 

permukaan datar, sedangkan secara mikroskopis bakteri endofit termasuk 

bakteri Gram positif dan berspora.  

2. Skrining fitokimia ekstrak bakteri endofit daun kelor (Moringa oleifera L.) 

menunjukkan bahwa isolat MO.4.B1 dan MO.5.A4 positif mengandung 

semua senyawa metabolit yang diuji, yaitu alkaloid, fenolik, flavonoid, tanin 

dan saponin. Sedangkan untuk isolat lainnya hanya mengandung beberapa 

senyawa metabolit. 

3. Uji antibakteri terhadap bakteri Staphyloccocus aureus menunjukkan isolat 

MO.3.A2, MO.5.A4 dan MO.4.B2 mampu menghambat dengan kategori 

sedang hingga kuat dengan diameter rata-rata secara berurutan yaitu 6,44 

mm, 8,22 mm dan 12,63 mm. Sedangkan daya hambat terhadap bakteri 

Shigella dysentriae secara berurutan 15,67 mm, 15,17 mm dan 15,35 mm 

yang ketiganya termasuk kategori kuat. 
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5.2 Saran 

 Berdasarkan hasil yang didapatkan dari penelitian ini, maka saran untuk 

penelitin selanjutnya adalah: 

1. Perlu adanya penelitian lanjut secara molekuler untuk mengetahui jenis isolat 

bakteri endofit secara spesifik. 

2. Perlu adanya penelitian lanjut untuk aktivitas antibakteri terhadap bakteri 

patogen lainnya.  

3. Perlu adanya penelitian lanjut untuk mengetahui nilai KHM (Kadar Hambat 

Minimum) dan KBM (Kadar Bunuh Minimum). 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Hasil Nilai OD Bakteri Uji 

Nilai OD bakteri dilihat menggunakan spektrofotometer dengan panjang 

gelombang 612 nm 

No. Bakteri Uji Nilai OD 

1. Staphylococcus aureus 0,144 

2. Shigella dysentriae 0,111 

 

Lampiran 2. Pengamatan Zona Hambat Antibakteri 

1. Bakteri Staphylococcus aureus 

Rumus Perhitungan Zona Hambat 

Lz = Lav – Ld 

Keterangan : Lz    : diameter zona hambat (mm) 

         Lav  : diameter zona hambat dengan kertas saring (mm) 

         Ld    : diameter kertas saring (mm)  

 

No. Nama Isolat Zona Hambat 

U1 (cm) U2 (cm) U3 (cm) Rata-rata (cm) 

1. MO.3.A2 6,23 7,02 6,07 6,44 

2. MO.4.B1 12,09 14,41 11,40 12,63 

3. MO.5.A4 8,48 10,26 5,93 8,22 

4. K(+) 20,01 21,69 21,52 21,07 

5. K(-) 0 0 0 0 

 

2. Bakteri Shigella dysentriae 

No. Nama Isolat Zona Hambat 

U1 (cm) U2 (cm) U3 (cm) Rata-rata (cm) 

1. MO.3.A2 15,18 17,05 14,80 15,67 

2. MO.4.B1 16,10 17,10 12,85 15,35 

3. MO.5.A4 16,07 14,07 15,37 15,17 

4. K(+) 24,93 26,40 27,05 26,13 

5. K(-) 0 0 0 0 
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Lampiran 3. Data Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri 

1. Data ulangan ke-1 

Jam 

ke- 
MO.3.

B1 
MO.4.

A1 
MO.3.

A1 
MO.4.

C3 
MO.5.

A4 
MO.4.

B1 
MO.3.

C1 
MO.4.

B2 
MO.3.

A2 

0 0.10 0.03 0.08 0.05 0.03 0.02 0.01 0.02 0.00 

2 0.13 0.11 0.09 0.04 0.08 0.02 0.03 0.01 0.00 

4 0.12 0.12 0.15 0.16 0.14 0.03 0.04 0.02 0.02 

6 0.15 0.20 0.18 0.17 0.19 0.06 0.05 0.06 0.01 

8 0.20 0.25 0.22 0.20 0.22 0.13 0.10 0.13 0.05 

10 0.20 0.17 0.18 0.18 0.20 0.14 0.15 0.13 0.02 

12 0.23 0.26 0.23 0.20 0.23 0.15 0.11 0.16 0.05 

14 0.22 0.27 0.24 0.20 0.23 0.16 0.12 0.19 0.07 

16 0.21 0.28 0.24 0.21 0.24 0.17 0.14 0.20 0.09 

18 0.24 0.29 0.25 0.24 0.25 0.18 0.15 0.20 0.10 

20 0.28 0.32 0.26 0.21 0.27 0.19 0.20 0.23 0.10 

22 0.25 0.33 0.27 0.25 0.26 0.20 0.22 0.24 0.11 

24 0.13 0.09 0.14 0.12 0.10 0.11 0.02 0.06 0.02 

26 -0.03 -0.06 -0.02 -0.02 -0.03 -0.11 -0.11 -0.10 -0.20 

28 -0.03 -0.05 0.00 -0.04 -0.01 -0.10 -0.13 -0.10 -0.19 

30 -0.02 -0.04 0.00 0.00 -0.01 -0.10 -0.14 -0.09 -0.20 

32 -0.02 -0.05 -0.01 0.00 -0.04 -0.08 -0.15 -0.09 -0.20 
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2. Data ulangan ke-2 

Jam 

ke- 

MO.3.

B1 

MO.4.

A1 

MO.3.

A1 

MO.4.

C3 

MO.5.

A4 

MO.4.

B1 

MO.3.

C1 

MO.4.

B2 

MO.3.

A2 

0 0.10 0.09 0.10 0.07 0.11 0.04 0.01 0.06 0.00 

2 0.14 0.11 0.13 0.06 0.16 0.02 0.07 0.01 0.02 

4 0.12 0.20 0.19 0.22 0.22 0.05 0.06 0.04 0.02 

6 0.21 0.28 0.22 0.23 0.27 0.12 0.05 0.12 0.03 

8 0.22 0.29 0.24 0.26 0.28 0.17 0.14 0.17 0.07 

10 0.22 0.21 0.20 0.20 0.22 0.16 0.19 0.13 0.04 

12 0.27 0.32 0.29 0.22 0.29 0.21 0.13 0.20 0.07 

14 0.24 0.29 0.24 0.20 0.27 0.16 0.14 0.21 0.11 

16 0.25 0.32 0.26 0.23 0.26 0.19 0.14 0.20 0.11 

18 0.28 0.33 0.27 0.28 0.25 0.20 0.17 0.26 0.10 

20 0.30 0.38 0.32 0.23 0.31 0.19 0.22 0.29 0.12 

22 0.29 0.35 0.27 0.29 0.28 0.18 0.22 0.26 0.15 

24 0.15 0.11 0.18 0.14 0.16 0.11 0.02 0.12 0.02 

26 -0.09 -0.08 0.00 -0.02 -0.09 -0.09 -0.19 -0.14 -0.20 

28 -0.07 -0.05 0.00 -0.02 -0.05 -0.10 -0.21 -0.12 -0.20 

30 -0.02 -0.02 -0.02 0.00 -0.05 -0.08 -0.16 -0.09 -0.24 

32 -0.06 -0.04 -0.01 0.00 -0.04 -0.08 -0.17 -0.05 -0.20 

 

3. Data rata-rata 

Jam 

ke- 

MO.3.

B1 

MO.4.

A1 

MO.3.

A1 

MO.4.

C3 

MO.5.

A4 

MO.4.

B1 

MO.3.

C1 

MO.4.

B2 

MO.3.

A2 

0 00.05 00.06 00.09 00.06 00.07 00.03 00.01 00.01 00.00 

2 00.14 00.11 00.11 00.05 00.12 00.02 00.05 00.04 00.01 

4 00.12 00.16 00.17 00.19 00.18 00.04 00.05 00.03 00.02 

6 00.18 00.24 00.20 00.20 00.21 00.09 00.05 00.09 00.02 

8 00.21 00.27 00.23 00.23 00.23 00.15 00.12 00.15 00.06 

10 00.21 00.19 00.19 00.19 00.25 00.15 00.17 00.13 00.03 

12 00.25 00.29 00.26 00.21 00.26 00.18 00.12 00.18 00.06 

14 00.23 00.28 00.24 00.20 00.25 00.16 00.13 00.20 00.09 

16 00.23 00.30 00.25 00.22 00.25 00.18 00.14 00.20 00.10 

18 00.26 00.31 00.26 00.22 00.25 00.19 00.16 00.23 00.10 

20 00.29 00.35 00.29 00.26 00.29 00.19 00.21 00.26 00.11 

22 00.27 00.34 00.27 00.27 00.27 00.19 00.22 00.25 00.13 

24 00.14 00.10 00.16 00.13 00.13 00.11 00.02 00.09 00.02 

26 -0.06 -0.07 -0.01 -0.02 -0.06 -0.10 -0.15 -0.12 -0.20 

28 -0.05 -0.05 -0.00 -0.03 -0.03 -0.10 -0.17 -0.11 -0.18 

30 -0.02 -0.03 -0.01 -0.00 -0.03 -0.09 -0.15 -0.09 -0.22 

32 -0.04 -0.04 -0.01 -0.00 -0.04 -0.08 -0.16 -0.07 -0.20 
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Lampiran 4. Gambar Pewarnaan Gram Bakteri Endofit Daun Kelor 

 

   
  (a)          (b)    (c) 

 

   
  (d)    (e)   (f) 

 

   
  (g)    (h)   (i) 

 

Keterangan: (a) Isolat MO.3.B1; (b) Isolat MO.4.A1; (c) Isolat MO.3.A1; 

 (d) Isolat MO.4.C3; (e) Isolat MO.4.B1; (f) Isolat MO.5.A4; 

           (g) Isolat MO.3.C1; (h) Isolat MO.4.B2; (i) Isolat MO.3.A2 

 Lampiran 5. Gambar Pewarnaan Gram Bakteri Uji 

  
(a) (b) 

 

Keterangan: (a) Bakteri Staphylococcus aureus; (b) Bakteri Shigella dysentriae 
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Lampiran 6. Gambar Pewarnaan Endospora Baktteri Endofit Daun Kelor 

 

   
  (a)   (b)    (c) 

 

   
  (d)   (e)    (f) 

 

   
  (g)   (h)    (i) 

Keterangan: (a) Isolat MO.3.B1; (b) Isolat MO.4.A1; (c) Isolat MO.3.A1; 

            (d) Isolat MO.4.C3; (e) Isolat MO.4.B1; (f) Isolat MO.5.A4; 

           (g) Isolat MO.3.C1; (h) Isolat MO.4.B2; (i) Isolat MO.3.A2 

Lampiran 7. Gambar Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit Daun Kelor 

   

00.00

00.14

00.28

00.43

0 6 12 18 24 30

MO.3.B1 

MO.3.B1

00.00

00.14

00.28

00.43

0 6 12 18 24 30

MO.4.A1 

MO.4.A1
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00.00

00.14

00.28

00.43

0 6 12 18 24 30

MO.3.A1 

MO.3.A1

00.00

00.07

00.14

00.21

00.28

0 6 12 18 24 30

MO.4.C3 

MO.4.C3

00.00

00.14

00.28

00.43

0 6 12 18 24 30

MO.5.A4 

MO.5.A4

00.00

00.07

00.14

00.21

0 6 12 18 24 30

MO.4.B1 

MO.4.B1

00.00

00.07

00.14

00.21

00.28

0 6 12 18 24 30

MO.3.C1 

MO.3.C1

00.00

00.07

00.14

00.21

00.28

0 6 12 18 24 30

MO.4.B2 

MO.4.B2

00.00

00.02

00.05

00.08

00.11

00.14

0 6 12 18 24 30

MO.3.A2 

MO.3.A2
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Lampiran 8. Gambar Uji Fitokimia Ekstrak Bakteri Endofit Daun Kelor 

1. Uji Fenolik 

 
 (a)  (b)  (c)  (d)  (e) 

 
Keterangan: (a) Isolat MO.3.C1; (b) Isolat MO.3.A2; (c) Isolat MO.5.A2;  

 (d) Isolat MO.4.B1; (e) Isolat MO.4.A1 

2. Uji Alkaloid 

 
 (a)  (b)  (c)  (d)  (e) 

 
Keterangan: (a) Isolat MO.3.A2; (b) Isolat MO.4.C3; (c) Isolat MO.4.B1; 

 (d)  Isolat MO.4.B2; (e) Isolat MO.5.A4 

 

3. Uji Flavonoid 

 
 (a)  (b)  (c)  (d)  (e) 
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 (f)  (g) 

 
Keterangan: (a) Isolat MO.4.B1; (b) Isolat MO.3.A1;  (c) Isolat MO.4.B2 

 (d) Isolat MO.5.A4; (e) Isolat MO.4.C3; (f) Isolat MO.3.A2;  

 (g) Isolat MO.3.B1  

 

4. Uji Tanin 

 
 (a)  (b)  (c)  (d)  (e) 

 

 (f) 

Keterangan: (a) Isolat MO.4.B1; (b) Isolat MO.4.B2; (c) Isolat MO.3.A2 

 (d) Isolat MO.5.A4; (e) Isolat MO.3.A1; (f) Isolat MO.3.B1 

 

5. Uji Saponin 

 
 (a)  (b)  (c)  (d) 

 
Keterangan: (a) Isolat MO.4.B1; (b) Isolat MO.3.CI; (c) Isolat MO.4.C3;  

         (d) Isolat MO.3.A2 






