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ABSTRAK

Fithriyah, Nur Lailli., 2015, Isolasi Dan ldentifikasi Bakteri Endofit Dari
Rumput Kebar (Biophytum Sp.) Sebagai Penghasil Senyawa
Antibakteri Terhadap Bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus
aureus. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malam. Dosen Pembimbing: Dr. Hj.
Ulfa utami, M.Si dan M. Mukhlis Fahruddin, M.SlI

Kata Kunci : bakteri endofit, rumput kebar (Biophytum Sp.), antibakteri,
Eschericia coli, Staphylococcus aureus

Rumput kebar (Biophytum sp.) merupakan salah satu tumbuhan obat yang
belum banyak diketahui di Indonesia. Rumput kebar diketahui berpotensi sebagai
antibakteri, hipoglikemik, apoptosis, antiinflamasi, antitumor dan biosintesis
prostaglandin. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri endofit dari
rumput kebar yang mempunyai potensi sebagai penghasil senyawa antibakteri
terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.

Penelitian ini menggunakan metode eksplorasi dan eksperimen. Tahapan
penelitian meliputi sterilisasi alat dan bahan, isolasi bakteri endofit, pemurnian
bakteri endofit, identifikasi bakteri endofit (pengamatan makroskopik dan
mikroskopik (Microbact)), produksi metabolit sekunder bakteri endofit, uji
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus
dengan menggunakan metode Kirby-Baurer dan pengukuran zona hambat. Bakteri
uji yang digunakan berasal dari Laboratorium Mikrobiologi UIN Malang.

Hasil penelitian menunjukkan sebanyak 5 isolat bakteri endofit berhasil
diisolasi dari rumput kebar (Biophytum sp.) yaitu 3 isolat dari Papua dan 2 isolat
dari Jawa Timur. Sebanyak 5 isolat ditemukan 3 bakteri endofit yang berbeda
yaitu Bacillus megaterium, Staphylococcus saprophyticus dan Enterobacter
gergoviae. Zona hambat yang terbentuk terhadap bakteri uji Eschericia coli
adalah 5.08 mm untuk Bacillus megaterium, 4.08 mm untuk Staphylococcus
saprophyticus, 2.92 mm untuk Enterobacter gergoviae dari Papua dan 3.45 mm
dari jawa Timur. Zona hambat terhadap bakteri uji Sthaphylococcus aureuss
didapat 2.37 mm untuk Bacillus megaterium, 2.1 mm untuk Staphylococcus
saprophyticus, 3.34 mm untuk Enterobacter gergoviae dari Papua dan 3.49 mm
dari Jawa Timur,



ABSTRACT

Fithriyah, Nur Lailli. 2015. The Isolation and lIdentification of Endophytic
Bacteria from Kebar Grass (Biophytum Sp.) as a Producer of
Antibacterial Compounds Counter to Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Thesis. Department of Biology Faculty of Science
and Technology State Islamic University of Maulana Malik lbrahim
Malang. Supervisor: Dr. Hj. Ulfa Utami, M.Si and M. Mukhlis Fahruddin,
M.S.1

Keywords: endophytic bacteria, Kebar grass (Biophytum Sp.), antibacterial,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus

Kebar grass (Biophytum sp.) is one of the medicinal plants which are not
widely known yet in Indonesia. Kebar grass is potentially known as an
antibacterial, hypoglycemic, apoptotic, anti-inflammatory, antitumor and
prostaglandin biosynthesis. The aims of the research to isolate endophytic bacteria
from Kebar grass that have potential as a producer of antibacterial compounds
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

This research employs the methods of exploration and experimentation.
Stages of research include the sterilization of equipment and materials, the
isolation of endophytic bacteria, the purification, identification of endophytic
bacteria (macroscopic and microscopic observation (Microbact), with production
of secondary metabolites of endophytic bacteria, test the antibacterial activity
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus using Kirby-
Baurer method and measurement of inhibitory zone. Bacteria used test obtained
from the Microbiology laboratorium State Islamic university of Maulana Malik
Ibrahim Malang.

The results shows that there are five isolates of endophytic bacteria were
succesfully quarantined from Kebar grass (Biophytum sp.) which are 3 isolates
from Papua and 2 isolates from East Java. A total of 5 isolates found three
different endophytic bacteria, namely Bacillus megaterium, Staphylococcus
saprophyticus and Enterobacter gergoviae. Inhibition zone which is formed
against bacteria test sample Escherichia coli is 5.08 mm for Bacillus megaterium,
4.08 mm for Staphylococcus saprophyticus mm, 2.92 mm for Enterobacter
gergoviae of Papua and 3.45 mm of East Java. Zone of inhibition against the
bacteria obtained Sthaphylococcus aureus test for Bacillus megaterium 2.37 mm,
2.1 mm for Staphylococcus saprophyticus, 3.34 mm for Enterobacter gergoviae
of Papua and 3.49 mm from East Java.
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Penelitian ini menggunakan metode eksplorasi dan eksperimen. Tahapan
penelitian meliputi sterilisasi alat dan bahan, isolasi bakteri endofit, pemurnian
bakteri endofit, identifikasi bakteri endofit (pengamatan makroskopik dan
mikroskopik (Microbact)), produksi metabolit sekunder bakteri endofit, uji
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus
dengan menggunakan metode Kirby-Baurer dan pengukuran zona hambat. Bakteri
uji yang digunakan berasal dari Laboratorium Mikrobiologi UIN Malang.

Hasil penelitian menunjukkan sebanyak 5 isolat bakteri endofit berhasil
diisolasi dari rumput kebar (Biophytum sp.) yaitu 3 isolat dari Papua dan 2 isolat
dari Jawa Timur. Sebanyak 5 isolat ditemukan 3 bakteri endofit yang berbeda
yaitu Bacillus megaterium, Staphylococcus saprophyticus dan Enterobacter
gergoviae. Zona hambat yang terbentuk terhadap bakteri uji Eschericia coli
adalah 5.08 mm untuk Bacillus megaterium, 4.08 mm untuk Staphylococcus
saprophyticus, 2.92 mm untuk Enterobacter gergoviae dari Papua dan 3.45 mm
dari jawa Timur. Zona hambat terhadap bakteri uji Sthaphylococcus aureuss
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dari Jawa Timur.
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Kebar grass (Biophytum sp.) is one of the medicinal plants which are not
widely known yet in Indonesia. Kebar grass is potentially known as an
antibacterial, hypoglycemic, apoptotic, anti-inflammatory, antitumor and
prostaglandin biosynthesis. The aims of the research to isolate endophytic bacteria
from Kebar grass that have potential as a producer of antibacterial compounds
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

This research employs the methods of exploration and experimentation.
Stages of research include the sterilization of equipment and materials, the
isolation of endophytic bacteria, the purification, identification of endophytic
bacteria (macroscopic and microscopic observation (Microbact), with production
of secondary metabolites of endophytic bacteria, test the antibacterial activity
against the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus using Kirby-
Baurer method and measurement of inhibitory zone. Bacteria used test obtained
from the Microbiology laboratorium State Islamic university of Maulana Malik
Ibrahim Malang.

The results shows that there are five isolates of endophytic bacteria were
succesfully quarantined from Kebar grass (Biophytum sp.) which are 3 isolates
from Papua and 2 isolates from East Java. A total of 5 isolates found three
different endophytic bacteria, namely Bacillus megaterium, Staphylococcus
saprophyticus and Enterobacter gergoviae. Inhibition zone which is formed
against bacteria test sample Escherichia coli is 5.08 mm for Bacillus megaterium,
4.08 mm for Staphylococcus saprophyticus mm, 2.92 mm for Enterobacter
gergoviae of Papua and 3.45 mm of East Java. Zone of inhibition against the
bacteria obtained Sthaphylococcus aureus test for Bacillus megaterium 2.37 mm,
2.1 mm for Staphylococcus saprophyticus, 3.34 mm for Enterobacter gergoviae
of Papua and 3.49 mm from East Java.
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1.1 Latar Belakang

Keanekaragaman tumbuhan Indonesia merupakan kekayaan alam yang
patut disyukuri. Tumbuhan merupakan salah satu sumber daya alam yang sangat
penting dalam upaya pengobatan dan upaya mempertahankan kesehatan
masyarakat. Hingga saat ini menurut perkiraan badan kesehatan dunia (WHO),
80% penduduk dunia masih menggantungkan dirinya pada pengobatan tradisional
termasuk penggunaan obat yang berasal dari tumbuhan (Radji, 2005).

Tanaman merupakan sumber kekayaan alam yang potensial di Indonesia.
Salah satu manfaat yang dapat diambil dari tanaman adalah khasiat sebagai obat
dari bagian tanaman seperti daun, bunga, biji atau buah, kulit pohon, dan akar.
Pendayagunaan obat asal tanaman akan memberikan keuntungan yang besar bagi
masyarakat dibandingkan dengan obat-obat sintetis, karena biaya pengobatan akan
lebih murah (Gholib, 2009). Tanaman obat dapat diolah menjadi produk jamu
yang bermanfaat untuk meningkatkan daya tahan tubuh, pencegahan penyakit,
penyembuhan penyakit, pemulihan kesehatan dan juga dapat sebagai penyubur
kandungan (Soedibyo, 2000).

Penggunaan tanaman obat dengan cara mengambil bagian atau
keseluruhan dari tanaman induknya secara terus-menerus tanpa disertai upaya
pelestariannya dikhawatirkan nantinya akan merusak sumberdaya hayati yang
tersedia. Sumberdaya hayati yang telah diciptakan Allah SWT pada dasarnya
diperuntukkan bagi manusia untuk diolah dan dimanfaatkan bukan untuk

dieksploitasi secara besar-besaran. Semua kekayaan di bumi ini tidak sia-sia



diciptakan oleh Allah SWT, namun mengandung manfaat demi kemaslahatan dan

kesejahteraan manusia. Dalam Q.S Al-Bagarah ayat 29, Allah SWT berfirman:
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Artinya: Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu
dan Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh
langit. dan Dia Maha mengetahui segala sesuatu. (Q.S Al-Bagarah : 29)

Ayat di atas menjelaskan bahwa kekayaan alam ini diperuntukkan bagi
manusia dengan penuh makna yaitu agar manusia dapat menikmati dan
memanfaatkan kekayaan alam dengan sebaik-baiknya. Salah satu kekayaan alam
tersebut adalah rumput kebar (Biophytum sp.), rumput kebar tersebut mempunyai
banyak menfaat yang sangat penting untuk manusia. Pemanfaatan kekayaan alam
harus secara bijaksana dan tidak berlebihan dengan memperhatikan aturan-aturan
konservasi lingkungan.

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman dan
berkoloni pada daerah ruang interseluler dan sistem vascular. Bakteri endofit
dapat diisolasi dari bagian akar, batang, dan daun. Tanaman mendapat manfaat
dengan adanya bakteri endofit seperti memacu pertumbuhan tanaman karena
bakteri endofit mampu meningkatkan ketersediaan nutrisi dan menghasilkan
hormon pertumbuhan. Bakteri endofit juga mampu meningkatkan resistensi
tanaman terhadap berbagai macam mikroba patogen dengan cara menginduksi
ketahanan tanaman yang dikenal dengan induced systemic resistance (ISR)

sehingga mampu bertahan terhadap serangan penyakit tanaman (Hallman dan

Berg, 2006).



Berdasarkan sifat kerjanya bakteri endofit melawan mikroba pathogen
dengan cara mengganggu metabolism sel, menghambat sintesis dinding sel,
mengganggu permeabilitas dan menghambat sintesis protein dalam sel
(Syarmalina, 2008).

Selain mikroba endofit mudah untuk ditumbuhkan dan memiliki siklus
hidup yang pendek, salah satu sumber senyawa bioaktif mikroba endofit ini dapat
dimanfaat kan sebagai obat. Strobel (2000) beberapa mikroba endofit dapat
menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif sebagai senyawa metabolit skunder yang
memiliki daya antimikroba, antimalaria, antikanker dan sebagainya. Radji (2005),
mikroba endofit yang terdiri atas bakteri dan jamur merupakan mikroba yang
hidup di dalam jaringan tanaman dan membentuk koloni tanpa membahayakan
inangnya. Tan (2001) dalam Radji (2005) menjelaskan bahwasannya tanaman
tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba endofit yang menghasilkan
metabolit sekunder.

Eksplorasi bakteri endofit telah banyak dikaji antara lain Fauzana (2011)
memperoleh 15 isolat bakteri endofitik dari daun tanaman sirih merah (Piper
crocatum Ruiz & Pav), yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji E. coli
adan S. aureus. Simamarta (2007) berhasil mengisolasi 38 isolat bakteri dan
kapang endofit dari tanaman sambung nyawa yang mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Escherichia coli, Pseudomonas sp, B. subtilis, dan
C.albicans. Sedangkan untuk kapang endofit yang diperoleh mampu menghambat

pertumbuhan bakteri uji C. albicans dan B. subtilis. Isolat bakteri endofit USN



1.1 dan USN 2.3 memperlihatkan zona hambat yang paling signifikan besarnya.
Luas zona hambat isolat USN 1.1 terhadap C. albicans 2,318 cm2, E. Coli 0,969
cm2, Pseudomonas sp 0,796 cm2 dan B. subtilis 0,381 cm2. Luas zona hambat
isolat USN 2.3 terhadap C. albicans 3,01 cm2, E. coli 0,519 cm2, Pseudomonas
sp. 0,588 cm2 dan B. subtilis 0,83 cm2. masing-masing. Hasil ini menunjukkan
bahwa bakteri endofit dan jamur endofit bisa menjadi sumber yang menjanjikan
untuk agen antimikroba.

Kusumawati (2014) telah mengisolasi sebanyak 22 isolat bakteri endofit
dari tanaman miana. Miana (Coleus scutellariodes [L.] Benth.) merupakan
tumbuhan obat yang mengandung senyawa antidiare dan antimikroba.
Berdasarkan hasil penelitian, isolat bakteri endofit mampu menghambat
pertumbuhan bakteri patogen E. coli sebanyak 13 isolat dan 15 isolat mampu
menghambat pertumbuhan S. aureus, sedangkan bakteri endofit yang mampu
menghambat kedua jenis pathogen tersebut berjumlah 10 isolat.

Pemanfaatan bakteri endofit sebagai agensia biofactory berbagai senyawa
aktif ini sangat menguntungkan karena siklus hidup mikroba yang lebih singkat
dibandingkan siklus hidup tumbuhan inangnya sehingga dapat menghemat waktu
produksi dan jumlah senyawa antibakteri yang diproduksi dapat dibuat dalam
skala besar tanpa menggunakan ruang yang luas. Keuntungan lain yang diperoleh
dari pengembangan bakteri endofit penghasil antibakteri adalah dapat menjaga
kelestarian tumbuhan obat, terutama jenis tumbuhan yang langka, agar tidak
dieksploitasi secara terus menerus yang akhirnya akan mengakibatkan kepunahan

(Prihatiningtias, 2006).



Menurut Strurz dan Christir (1998) dalam Nugroho (2004), hubungan
yang terjadi antara inang dan bakteri endofit bukan merupakan hubungan
patogenitas. Bakteri endofit yang terdapat dalam tanaman memacu
perkecambahan, untuk bertahan dalam kondisi yang kurang menguntungkan,
mempercepat pertumbuhan, ketahanan terhadap pathogen lemah dan beberapa
kasus yang dapat meningkatkan ketahanan tanaman terhadap tekanan lingkungan.

Kemampuan mikroba endofit memproduksi senyawa metabolit sekunder
sesuai dengan tanaman inangnya yang merupakan peluang sangat besar dan dapat
diandalkan untuk memproduksi metabolit sekunder dari mikroba endofit yang
diisolasi dari tanaman inangnya. Pemanfaatan mikroba endofit dalam
memproduksi senyawa aktif memiliki beberapa kelebihan, antara lain: (1) lebih
cepat menghasilkan dengan mutu yang seragam, (2) dapat diproduksi dalam skala
besar dan (3) kemungkinan diperoleh komponen bioaktif baru dengan
memberikan kondisi yang berbeda (Fatiqgin, 2009). Disamping hal-hal yang sudah
disebutkan di atas, ada keuntungan lain yang diperoleh, yaitu menjaga kelestarian
tumbuhan obat, terutama yang termasuk jenis tumbuhan langka, agar tidak
dieksploitasi secara terus menerus yang akhirnya akan mengakibatkan kepunahan
(Prihatiningtias, 2006).

Rumput kebar (Biophytum petersianum Klotzsch), merupakan salah satu
tumbuhan obat yang belum banyak diketahui di Indonesia. Rumput kebar
ditemukan di kecamatan Kebar, kabupaten Manokwari, Papua Barat. Berdasarkan
tempat ditemukannya yaitu di kecamatan Kebar maka tumbuhan ini dinamakan

rumput kebar. Tumbuhan ini percaya oleh masyarakat setempat secara turun



temurun sebagai obat tradisional yang diolah secara sederhana untuk berbagai
keperluan kesehatan (Unitly, 2011). Menurut Veldkamp (1976) tumbuhan ini
digunakan sebagai obat kumur untuk sariawan, penawar racun gigitan ular dan
obat pencuci perut untuk anak.

Komponen lainnya yang terdeteksi pada ekstrak daun rumput kebar
berasal dari golongan senyawa alifatik hidrokarbon. Senyawa alifatik sering
terdeteksi pada kultur endofit dan memperlihatkan aktivitas biologis sebagai
antikapang (Yu et al. 2010). Senyawa alkohol merupakan komponen minor yang
juga ditemukan pada ekstrak daun rumput kebar. Senyawa alcohol dilaporkan
dapat menghambat pertumbuhan khamir dan kapang (Sacchetti et al. 2005).

Penelitian uji antibakteri rumput kebar terhadap bakteri Bacillus subtillis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Klebsiella pneumonia,
Salmonella typhi, Proteus vulgaris dan Escherichia coli telah dilakukan oleh
Natarajan (2010) dengan menggunakan metode difusi sumur agar. Natarajan
menjelaskan bahwa zona hambat dari ekstrak daun rumput kebar yang paling
besar adalah pada bakteri Staphylococcus aureus vyaitu sebesar 22 mm
dibandingkan dengan bakteri Bacillus subtillis dan lainnya, karena pada rumput
kebar terdapat senyawa aktif yang bersifat antibakteri.

Penelitian uji antikapang Biophytum sp. terhadap kapang Aspergillus
flavus pada media model pangan juga dilakukan oleh Lisangan (2015)
menjelaskan bahwa daun rumput kebar diekstraksi dengan pelarut heksana, etil
asetat, metanol, dan akuades secara tunggal dan bertingkat. Hasil penelitian

menunjukkan bahwa ekstrak bertingkat heksana-etil asetat-metanol (HEM) daun



rumput kebar pada konsentrasi 20 mg /mL™ di media kaya karbohidrat, media
kaya lemak, dan media kaya protein menyebabkan hambatan pertumbuhan
Aspergilus flavus tertinggi dari pada jenis ekstrak lainnya, yaitu berturut-turut
96.2, 100, dan 96.1%.

Isolasi bakteri endofit dari rumput kebar ini sangat penting dilakukan
karena dalam pemanfaatan rumput kebar yang terus menerus akan mengakibatkan
kepunahan dan juga kerusakan. Pemanfaatan yang besar-besaran tersebut harus
diimbangi dengaan pembudidayaan yang baik, sedangkan jika pembudidayaan
rumpu kebartersebut memerlukan lahan/tempat yang luas. Sehingga isolasi
bakteri endofit sangatlah diperlukan dalam menghemat waktu, biaya dan tenaga.

Penelitian tentang isolasi dan identifikasi bakteri endofit dari tanaman
kebar sebagai penghasil senyawa antimikroba ini belum banyak dilakukan,
sehingga penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan mengenai
jenis-jenis bakteri endofit pada tanaman kebar yang berpengaruh terhadap bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Apakah jenis bakteri endofit yang dapat diisolasi dari rumput kebar
(Biophytum sp)?
2. Apakah senyawa aktif yang dihasilkan bakteri endofit mempunyai

kemampuan sebagai anti bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus?



1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Untuk mengetahui jenis bakteri endofit apakah yang dapat diisolasi dari
tanaman kebar (Biophytum sp)

2. Untuk mengetahui kemampuan senyawa aktif yang dihasilkan bakteri endofit
sebagai antibakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan untuk:

1. Memberikan informasi pada masyarakat umum tentang adanya bakteri endofit
pada tanaman kebar (Biophytum sp).

2. Memperbanyak pengetahuan di bidang mikrobiologi ataupun bidang lainya,
khusunya bakteri endofit yang mempunyai potensi sebagai penghasil senyawa
antibakteri

3. Senyawa antibakteri yang didapat, diharapkan nantinya dikembangkan lebih
lanjut sehingga bermanfaat untuk menanggulangi penyakit yang disebabkan
oleh bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.

1.5 Batasan Masalaah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bakteri endofit yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari seluruh

bagian tanaman kebar (Biophytum sp) yang diperoleh dari Papua dan Jawa

Timur (Malang).



2. Bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus Yyang digunakan dalam
penelitian ini diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Islam
Negeri Malang

3. Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah diameter zona
hambat/jernih yang tumbuh di sekitar paper disk

4. Pada pengujian aktivitas antibakteri, peneliti tidak memperhitungkan kadar

konsentrasi dari senyawa antibakteri tersebut



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Rumput Kebar (Biophytum sp.)

Kebar merupakan salah satu dari 29 kecamatan yang ada di Kabupaten
Manokwari Provinsi Papua Barat, dengan ketinggian >500 m dpl dan padang
rumput alam seluas 743.5 ha (Macap, 1997 dalam Sawen, 2012). Rumput kebar
dalam bahasa lokalnya disebut “banondit” merupakan famili Oxalidaceae
(belimbing) telah dikenal sejak dulu oleh masyarakat Papua terutama di daerah
pegunungan Arfak khususnya Kebar.

Masyarakat Papua (Manokwari), menyebutnya sebagai “rumput kebar”
walaupun spesies ini bukan termasuk famili Poaceae (rumput-rumputan).
Sebenarnya spesies ini termasuk semak dengan batang yang kecil atau pendek,
jarang yang mencapai tinggi 15 cm (Veldkamp 1976). Berdasarkan pengamatan di
lapangan, spesies ini hidup berasosiasi dengan alang-alang (Imperata cylindrica).
Selain itu secara turun temurun telah dimanfaatkan sebagai obat kesuburan bagi
wanita (Sawen, 2012).

Banondit (Biophytum sp.) merupakan bahasa lokal yang digunakan oleh
masyarakat Kebar untuk menyebutkan tumbuhan herbal rumput kebar. Tumbuhan
ini sudah umum dimanfaatkan oleh masyarakat baik di Papua maupun di
Indonesia. Banondit telah dikenal secara turun temurun oleh masyarakat Kebar
sebagai obat kesuburan untuk meningkatkan fertilitas baik untuk manusia maupun
untuk ternak sebagaimana dikemukakan oleh Velkamp (1976) dan Sawen (2011).

Di alam, tumbuhan ini tumbuh secara alamiah di padang rumput alam dengan

10
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luasan 622,2 ha dimana padang ini didominasi oleh alang-alang (Imperata
cylindrica) (Sawen, 2011).

Sampai sekarang telah ditemukan rumput kebar yang berasal dari 3
tempat yang berbeda, yaitu rumput kebar asal Papua, Jawa Tengah dsn Jawa Barat

(Sembiring, 2014) :

(A) (B) (©)

Gambar 2.1 Tanaman rumput kebar asal Papua (A), Jawa Tengah (B) dan Jawa
Barat (C).

Menurut Sembiring dan ireng (2013), kedudukan rumput kebar

(Biophytum sp.) dalam sistematika tumbuhan (taksonomi) diklasifikasikan sebagai

berikut:
Kindom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Class : Dycotiledoneae
Ordo : Oxalidates
Famili : Oxalidaceae
Genus : Biophytum

Spesies : Biophytum sp.
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Rumput kebar memiliki penampilan yang cantik, ramping, menyerupai
tanaman kelapa karena hanya memiliki satu batang tanpa ada cabang, tinggi
tanaman sekitar 10-12 cm, daun letaknya mengumpul dipucuk serta berpasangan
(Veldkamp, 1976).

Penciptaan alam semesta beserta isinya sesuai kehendak Allah SWT
bertujuan untuk kemaslahatan manusia, untuk melayani manusia dan kebaikan
masyarakat. Ajaran islam yang paling menarik adalah ajaran akan etika atau
pemanfaatan dari alam semesta itu sendiri. Ajaran tersebut menekankan bahwa
keberadaan alam adalah sebagai kemaslahatan manusia, seperti dijelaskan dalam

Al-Qur’an surat Al-Bagarah ayat 29:

Artinya: Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu

dan Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh

langit. dan Dia Maha mengetahui segala sesuatu (Q.S Al-Bagarah: 29).

Tafsir Al-Qur’an Al-Aisar menafsirkan ayat di atas yakni Allah Ta’ala

mengadakan segalanya, berupa potensi alam yang ada di muka bumi ini,

seluruhnya untuk manusia agar manusia dapat memanfaatkannya dalam

kehidupan ini karena ketergantungan hidup mereka padanya, dan menciptakan

tujuh lapis langit. Namun demikian, ilmu pengetahuan Allah meliputi segala
sesuatu itu (Al-Jazairi, 2006 ; hal 79-80).

Tafsir Al-Qur’anul Majid An-Nuur menafsirkan ayat di atas yakni

Allahlah yang menjadikan segala sesuatu yang ada di muka bumi maupun di perut
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bumi ini untuk kemaslahatan manusia, supaya dengan beragam cara manusia bisa
mengambil kenikmatan untuk memenuhi kebutuhan hidupnya. Allah juga
menjelaskan tanda-tanda kekuasaan-Nya yang terdapat dalam diri manusia dengan
menerangkan awal kejadian mereka dan kesudahannya. Tanda-tanda kekuasaan
Allah pada jagad raya yang menunjukkan kepada kemahakuasaan-Nya pada
semua hal dan menunjukkan kepada nikmat-Nya yang terus-menerus tercurah
kepada hamba-Nya, yaitu menciptakan segala sesuatu di bumi untuk
dimanfaatkan oleh manusia (Ash-Shiddieqy, 1995; hal 69-70).

Tafsir Al-Asas menafsirkan ayat di atas yaitu Allah menjadikan yang ada
di bumi demi kepentingan dunia, maka jelas sekali bahwa manusia membutuhkan
semua ini untuk kepentingan kehidupan. Sedangkan untuk kepentingan agama
dapat pula dipahami bahwa dengan mengamati semua yang ada di dunia ini,
manusia akan mengenal Allah dan mengingat akhirat. Berbagai kenikmatan dan
kesenangan dunia, mengingatkan manusia kepada pahala yang akan diterimanya
kelak di akhirat. Begitu juga berbagai kesusahan dan kepahitan dunia,
mengingatkan manusia kepada kesusahan dan kepahitan akhirat (Hawwa, 2000 ;
hal 125).

Berdasarkan beberapa pendapat dari ulama’ yang berbeda maka dapat
dijelaskan secara singkat bahwa ayat di atas menjelaskan tentang alam semesta
beserta isinya diciptakan Allah SWT secara komplek untuk makhluknya terutama
manusia, sedangkan makhluk yang diciptakanNya terdiri dari berbagai jenis baik

tumbuhan maupun hewan.
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2.2 Kandungan Rumput Kebar

Menurut Sembiring dan Ireng (2014), hasil penapisan fitokimia
menunjukkan simplisia aksesi rumput kebar baik yang berasal dari Papua, Jawa
Barat maupun Jawa Tengah semuanya mengandung senyawa kimia golongan
flavonoid, alkaloid, riterpenoid, tanin, glikosida, steroid, saponin dan fenolik.

Tabel 2.1 Hasil skrining fitokimia rumput kebar (Sembiring dan Ireng, 2014)

Kebar Rumput
Parameter
Papua Jawa Barat Jawa tengah
Alkaloid ++++ ++++ FH++
Saponin + + +
Tanin ++++ +++ ++++
Fenolik ++ + +
Flavonoid ++++ 4+ T+
Triterpenoids +++ +++ 4+
Steroid ++ + ¥
Glikosida +++ ++ +
Keterangan:

++++ : Sangat kuat

St : Kuat
++ : Sedang
+ : Lemah

Beberapa dari golongan senyawa tersebut dapat bermanfaat untuk
kesehatan yaitu steroid, flavonoid, fenolik, saponin (Robinson, 1995). Selain itu
flavonoid juga ampuh untuk mencegah sekaligus mengatasi serangan kanker.
Mekanisme kerja flavonoid dalam mengatasi kanker dengan menginaktifasi
karsinogen, penghambatan siklus sel, dan induksi apoptosis (Pavlovic et al.,
2005).

Komponen lainnya yang terdeteksi pada ekstrak daun rumput kebar

berasal dari golongan senyawa alifatik hidrokarbon. Senyawa alifatik sering



15

terdeteksi pada kultur endofit dan memperlihatkan aktivitas biologis sebagai
antikapang (Yu et al. 2010). Senyawa alkohol merupakan komponen minor yang
juga ditemukan pada ekstrak daun rumput kebar. Senyawa alkohol dilaporkan
dapat menghambat pertumbuhan khamir dan kapang (Sacchetti et al. 2005).
Rumput kebar diketahui berpotensi sebagai antibakteri, hipoglikemik,
imunomodulator, kemoprotektif, hipokolesterolemik, apoptosis, antiinflamasi,
antitumor dan biosintesis prostaglandin, mempengaruhi ekspresi COX-2,
menstimulasi sel-sel sistem kekebalan tubuh (Inngjerdingen dkk., 2008), dan
mempengaruhi apoptosis sel-sel B16F-10 dan penghambatan produksi NO dan
sitokin yang berperan dalam pembentukan tumor (Natarajan et al., 2010),
Biosintesa metabolit sekunder atau pembentukan senyawakimia dalam
suatu tanaman mempunyai ciri adaptif, spesifik dan variatif. Ciri adaptif adalah
biosintesis metabolit sekunder dari proses adaptasi tanaman terhadap rangsangan-
rangsangan dari lungkungan tumbuh. Sedangkan spesifik adalah senyawa aktif
yang terbentuk dan disintesis hanya ada pada tanaman tersebut (Jamaran, 1992).
Berdasarkan hasil identifikasi komponen kimia bahwa rumput kebar asal
Papua diperoleh 15 komponen dan 14 komponen rumput kebar asal Jawa. Jenis
senyawa kimia yang dikandung antara lain vit E, heksadecanoic acid, 9,17-
Octadecadienal, ergost-5-en-3-ol, stigmast-5-en-3-ol, phenol (Tabel 2). Selain itu
juga terdapat vitamin B12, asam folat, vitamin C dan E (Sembiring dan Ireng,

2014).
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Tabel 2.2 Identifikasi senyawa aktif rumput kebar (Sembiring dan Ireng, 2014)

Komponen Kimia Jumlah (%)
Papua Jawa
Vitamin E 3,25 3,22
9,17-Octadecadienal 23,37 22,61
Octadecanoic acid 3,36 3,97
Hexadecanoic acid 9,87 15,67
Ergost-5-en-3-ol 2,50 2,21
1,1-Biphenyl 3,55 3,73
N-(2,4,6-tris (t-butyl)penyl 5,00 -
Phenol,3-phenyl - 2,76
(23S)-etylocholest-5-en-3.beta 7,36 -
Trans-stigmasta - 1,76
Stigmast-5-en-3-ol - 13,45
1 beta, Acetoxy-3 beta, hydrocylup - 2,70
Phytol - 2,53
Neophytadiene - 5,88
Spiro (2H-1-benzopyran-2 - 1,68
Epi-psi,-Taraxastanonol - 2,30
Otochilone 1,79 -
Myrtifolic acid 2,34 -
Mangiferolic acid 1,96 -
9,19-Cyclolanostan-3-ol 3,36 -
D:C-friedo-oleana-7,9 (11)-diene-3 1,89 -
1-etyl-1-isopropenylcyclohexane 3,43 -
1-(fur-3-yl)-1-(3 acetoxy-4-met 2,14 -

2.3 Manfaat Rumput Kebar
Rumput kebar dapat dimanfaatkan sebagai obat kumur, sariawan, penawar
racun bekas gigitan ular, obat cuci perut untuk anakanak, peningkat stamina,

mengatasi demam, nyeri pada tulang, dan malaria (Veldkamp, 1976). Selain itu,
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dengan mengkonsumsi air rebusan simplisia rumput kebar dapat menormalkan
siklus haid dari 14 hari menjadi 28-30 hari. Pemberian ekstrak rumput kebar dapat
meningkatkan perkembangan folikel karena mengandung saponin yang
merupakan bahan dasar untuk sintesis hormon steroid yang dapat memperbaiki
Kinerja sistem reproduksi. Penggunaan ekstrak rumput kebar melalui air minum
dapat meningkatkan berat ovarium, menstimulir perkembangan folikel, serta
meningkatkan daya tetas telur dan motilitas spermatozoa pada ayam buras (Wajo,
2005) dalam (Sembiring, 2014).

Vitamin A yang terdapat dalam rumput kebar memiliki peran dalam
pembentukan sel telur serta melindunginya dari serangan radikal bebas yang juga
merupakan sumber antioksidan. Sedangkan vitamin E berfungsi untuk mencegah
keguguran, menjaga kesehatan dinding rahim, plasenta, meningkatkan
kemampuan sperma membuahi sel telur dan berperan dalam pembentukan
hormone testosteron. Kandungan zat aktif seperti zat as.amino, zat besi, vitamin
C, E, B6, B12, as.folat, selenium, kalsium dan lain-lain, semua ini berpengaruh
terhadap pertumbuhan sekaligus kesuburan (Senior, 2009). Menurut Kasmiran
(2011), untuk meningkatkan nilai gizi suatu substrat dapat dilakukan pengolahan
yaitu melalui proses fermentasi. Semakin lama waktu fermentasi, semakin banyak
kesempatan mikroorganisme untuk merombak zat makanan yang ada pada
substrat, seperti bahan kering dan bahan organik. Fermentasi dilakukan dengan
tujuan untuk meningkatkan kadar unsur mineral serbuk rumput kebar.

Pemberian ekstrak rumput kebar kepada tikus memberikan gambaran

positif yaitu terjadi penebalan pada dinding rahim tikus. Dinding rahim yang tebal
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dapat memudahkan sperma menempel sekaligus memudahkan proses kehamilan
(Senior, 2009). Menurut Sadsoeitoeboen (2005) pemberian ekstrak rumput kebar
sebesar 0,135 mg/g bobot badan kepada mencit putih betina, dapat memperpendek
siklus estrus, memperpanjang lama estrus, meningkatkan jumlah embrio,
menambah bobot badan induk, jumlah anak dan bobot lahir anak.

Tumbuhan sendiri terdapat berbagai fenomena alam diantaranya sebagai
obat yang banyak memberikan manfaat bagi manusia yang menunjukkan tanda-
tanda kekuasaan-Nya. Sebagaimana firman Allah SWT dalam Q.S Abasa ayat 27-

32:

z

Zor . a1 P T s oa G (D o (P i (P e g e o qez-TEL
T o W N s B S N PO T s W TR W | SR UG

Artinya: Lalu Kami tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, anggur dan sayur-sayuran,
zaitun dan kurma, kebun-kebun (yang) lebat, dan buah-buahan serta
rumput-rumputan, untuk kesenanganmu dan untuk binatang-binatang
ternakmu (Q.S ‘Abasa: 27-32).

Menurut ~ Al-utsaimin  (2005), menyatakan bahwa Allah telah
menumbuhkan biji-bijian seperti biji gandum, beras, biji dzurrah, biji sya’ri dan
biji-bijian lainnya. ‘Inab adalah jenis huah yang sudah dikenal dengan nama
anggur. Adapun ‘gadhba’ ada yang mengatakan bahwa artinya adalah tumbuh-
tumbuhan sejenis sayuran. Kemudian zaitun dan pohon kurma yang sudah dikenal
kuas. Kemudian kebun-kebun yang banyak pepohonannya. Dan berbagai jenis
buah-buahan yang biasa dimakan manusia juga sejenis rerumputan yang dikenal

oleh orang Arab sebagai makanan unta. Allah menyediakan semua itu untuk
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kesenangan manusia. Dengan nikmat tersebut hewan-hewan ternak dapat bekerja
dan agar manusia dapat menikmati nikmat-nikmat tersebut (Al-utsaimin, 2005 :
128-129).

Ayat di atas menjelaskan bahwa tumbuhan juga memiliki keanekaragaman
jenis yang tersebar luas diseluruh permukaan bumi. Keanekaragaman jenis
tumbuhan juga diikuti dengan manfaatnya bagi kehidupan manusia, seperti
tumbuhan sebagai makanan pokok, bahan bangunan, bahan obat dan potensi
lainnya yang masih belum diketahui dengan baik.

2.4 Mikroba Endofit

Mikroba endofit merupakan mikroorganisme yang tumbuh dalam jaringan
tumbuhan dan dapat dijumpai pada bagian akar, daun serta batang tumbuhan.
Mikroba endofit dapat menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif yang dapat
berperan sebagai antimikrobia, anti malaria, antikanker, dan juga dapat digunakan
dalam dunia pertanian dan industri. Mikroba endofit memiliki prospek yang baik
dalam penemuan sumber-sumber senyawa bioaktif yang dalam perkembanagan
lebih lanjut dapat dijadikan sebagai sumber penemuan obat untuk berbagai macam
penyakit (Prihatiningtias, 2006). Bakteri endofit merupakan mikroorganisme
menguntungkan yang berinteraksi dengan tanaman inang tanpa menyebabkan
gangguan atau kerusakan pada tanaman (Desriani, 2014).

Menurut Tan dan Zou (2001) dalam Elfita (2011) menyatakan bahwa
mikroba endofitik adalah mikroba yang hidup di dalam jaringan tumbuhan pada
periode tertentu dan mampu hidup dengan membentuk koloni dalam jaringan

tumbuhan tanpa membahayakan inangnya. Setiap tumbuhan tingkat tinggi dapat
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mengandung beberapa mikroba endofitik yang mampu menghasilkan senyawa
metabolit sekunder yang diduga sebagai koevolusi atau transfer genetik dari
tanaman inangnya ke mikroba endofitik.

Bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang dapat
dimanfaatkan sebagai antibakteri, antifungi, antivirus, antikanker, antidiabetes,
antimalaria dan antiimunosupresif (Strobel and Daisy, 2003). Bakteri endofit juga
mampu meningkatkan resistensi tanaman terhadap berbagai macam mikroba
patogen dengan cara menginduksi ketahanan tanaman yang dikenal dengan
induced systemic resistance (ISR) sehingga mampu bertahan terhadap serangan
penyakit tanaman (Nursulistyarini, tanpa tahun).

Hampir semua tanaman vaskular memiliki endofit. Endofit masuk ke
dalam jaringan tanaman umumnya melalui akar atau bagian lain dari tanaman.
Bakteri menembus jaringan tanaman di akar, stomata atau pada bagian tanaman
yang luka (Carrol, 1988). Bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup pada
jaringan tanaman tanpa merusak jaringan tanaman tersebut. Bakteri endofit dapat
diisolasi dari permukaan jaringan tanaman yang steril atau diekstraksi dari
jaringan tanaman bagian dalam. Bakteri endofit gram positif dan gram negatif
telah banyak diisolasi dari beberapa jaringan tanaman. Endofit masuk ke dalam
jaringan tanaman terutama melalui akar dan bagian tanaman lain yang terpapar
udara luar seperti bunga, batang, dan kotiledon dapat juga dilalui. Secara khusus,
bakteri masuk ke jaringan melalui jaringan yang berkecambah, akar, stomata,

maupun jaringan yang rusak (Zinniel et al., 2002).
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Pemanfaatan bakteri endofit sebagai agensia biofactory berbagai senyawa
aktif ini sangat menguntungkan karena siklus hidup mikroba yang lebih singkat
dibandingkan siklus hidup tumbuhan inangnya sehingga dapat menghemat waktu
produksi dan jumlah senyawa antibakteri yang diproduksi dapat dibuat dalam
skala besar tanpa menggunakan ruang yang luas. Keuntungan lain yang diperoleh
dari pengembangan bakteri endofit penghasil antibakteri adalah dapat menjaga
kelestarian tumbuhan obat, terutama jenis tumbuhan yang langka, agar tidak
dieksploitasi secara terus menerus yang akhirnya akan mengakibatkan kepunahan
(Prihatiningtias, 2006).

Menurut Strobel (2002) dalam Fatigin (2009), model interaksi mikroba
endofit dengan tanaman inangnya antara lain:

a. Tanaman inang menyediakan nutrisi bagi mikroba endofit yang ada di
dalamnya

b. Tanaman inang menyediakan substrat dan zat yang penting bagi mikroba
endofit untuk menyelesaikan siklus hidupnya, untuk tumbuh, serta untuk
pertahanan diri.

c. Mikroba endofit khususnya jamur berperan melalui proses biodegredasi
tanaman inangnya setelah tanaman inang mati. Proses biodegredasi ini
memiliki peran sentral di dalam siklus nutrisi.

d. Ditinjau dari kajian biologi molekuler, interaksi antara mikroba dan
tanaman inangnya melibatkan transfer materi genetic. Hal tersebut

berdasarkan fakta bahwa zat-zat bioaktif langka yang dihasilkan oleh
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tanaman tertentu, dihasilkan pula oleh mikroba-mikroba endofit yang

hidup di dalamnya.

Selain mengkaji sumberdaya tumbuhan, Islam juga menganjurkan untuk
mengkaji sumberdaya makhluk lain seperti bakteri dan jamur atau hewan dengan
ukuran yang sangat kecil lainnya, Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Bagoroh
ayat 26 :

....... gy b 5,45 G S &l of £ iz YT G
Artinya: Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa nyamuk
atau yang lebih rendah dari itu .....(Q.S Al-Bagoroh: 26).

Ayat di atas lafadz famaa fauqohaa (“atau yang lebih rendah dari itu”)
pada ayat di atas maksudnya yaitu apa yang melebihi nyamuk dari segi makna dan
fisik, mengingat nyamuk adalah makhluk kecil dan tidak berarti (Hawwa, 2000 :
121).

Tuhan tidak melihat suatu kekurangan dengan membuat perumpamaan
kutu busuk atau dengan perumpamaan makhluk yang derajatnya lebih rendah lagi
atau yang lebih tinggi (besar) dari itu. Sebab, Dialah yang menjadikan segala
sesuatu, baik yang mulia maupun yang hina (Ash-Shiddieqy, 1995 : 64).

Allah tidak terhalang oleh rasa malu untuk membuat perumpamaan sekecil
apapun perumpamaan itu, seperti seekor lalat ataupun yang lebih kecil lagi seperti
sayapnya. Untuk membuat sesuatu sebagai permisalan bagi sesuatu yang lain
untuk mengungkap sifat dan kondisinya yang baik atau buruknya. Kata
ba uudhotan di sini artinya adalah serangga-serangga kecil (semacam kutu) (Al-

Jazairi, 2006 : 75-76).
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Adapun hewan yang lebih kecil dari pada nyamuk yaitu mikroba. Mikroba
walaupun berukuran sangat kecil dan umunya sangat dibenci orang karena
merugikan manusia, tetapi sekali lagi segala sesuatu yang diciptakan Allah SWT
di bumi ini tidaklah sia-sia. Mikroba ada yang merugikan tetapi tidak sedikit juga
yang dapat member manfaat untuk kehidupan manusia, salah satunya adalah
mikroba endofit yang hidup pada jaringan tanaman dan dapat menghasilkan zat
antibiotic yang dapat dimanfaatkan sebagai obat.

2.5 Antimikroba

Antimikroba alami merupakan suatu produk atau bahan metabolit yang
dihasilkan oleh satu jenis mikroorganisme yang dapat menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lainnya. Bahan metabolit yang dapat menghambat atau
membunuh mikroorganisme  disebut antibiotika dan cara kerjanya disebut
antibiosis. Antibiotika tersebar di alam bebas, tetapi hanya beberapa yang tidak
toksik dipakai dalam pengobatan dan kebanyakan diperoleh dari genus Bacillus
Pinicillium dan Streptomyces. Sebagai contoh antibiotika alami adalah pinisilin,
tetrasiklin dan eritromisin (Tortora et al., 2001).

Senyawa antimikroba didefinisikan sebagai senyawa biologis atau kimia
yang dapat menghambat pertumbuhan dan aktivitas mikroba. Bebearapa senyawa
yang mempunyai aktivitas antimikroba adalah sodium benzoate, senyawa fenol,
asam-asam organic, asam lemak rantai medium dan esternya, sulfur dioksida,
nitrit, senyawa kolagen, dimetil karbonat dan metol askorbat (Volk dan Wheeler,

1993).



24

Zat antimikroba dalam melakukan efeknya, harus dapat mempengaruhi
bagian-bagian vital sel seperti membrane sel, enzim-enzim dan protein structural
(Umar, 2012). Pelczar (2008) menyatakan bahwa mekanisme Kkerja zat
antimikroba dalam melakukan efeknya terhadap mikroorganisme adalah merusak
dinding sel, mengubah permeabilitas membrane sel, kerusakan sitoplasma,
menghambat kerja enzim dan menghambat sintesis asam nukleat dan enzim.

2.6 Metabolit Bakteri

Metabolit Terdapat dua bentuk dasar metabolit mikroorganisme yang
disebut metabolit primer dan sekunder. Metabolit primer merupakan salah satu
yang dibentuk selama fase pertumbuhan primer mikroorganisme, sedangkan
metabolit sekunder merupakan salah satu yang dibentuk menjelang akhir fase
pertumbuhan primer mikroorganisme, seringkali menjelang atau fase stationer

pertumbuhan (Sudibyo, 2002).

2.6.1 Metabolit Primer
Metabolit primer adalah suatu metabolit atau molekul yang merupakan
produk akhir atau produk anatara dalam proses metabolisme makhluk hidup,
yang fungsinya sangat esensial bagi kelangsungan hidup organisme tersebut,
serta terbentuk secara intraseluler. Contohnya adalah protein, lemak dan
karbohidrat. Pada umumnya metabolit primer tidak diproduksi berlebihan.
Pada sebagian besar mikroorganisme, produksi metaboit yag berlebihan dapat
menghambat  pertumbuhan, dan kadang-kadang dapat mematikan
mikroorganisme tersebut. Proses metabolisme tersebut untuk membentuk

metabolit primer disebut metabolisme primer (Sudibyo, 2002).
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Mikroorganisme menghasilkan metabolit primer, misalnya protein dan
metabolit sekunder, misalnya antibiotik. Metabolit primer diproduksi pada
waktu yang sama dengan pembentukan sel baru, dan kurva produksinya
mengikuti kurva pertumbuhan populasi secara paralel. Metabolit sekunder
mikroorganisme tidak diproduksi hingga sel mikroorganisme menyelesaikan
secara lengkap fase pertumbuhan logaritmiknya, dikenal sebagai fase
tropofase dan memasuki fase stasioner. Periode selanjutnya, ketika sebagian
besar metabolit sekunder dihasilkan, disebut sebagai idiofase. Metabolit
sekunder mikroorganisme dapat merupakan konversi dari metabolit primer
mikroorganisme (Dewick, 1999).

Fungsi karbohidrat, protein, dan lemak pada makhluk hidup sudah
jelas, antara lain karbohidrat sebagai sumber energi dan protein untuk
pertumbuhan. Hal tersebut berlaku secara umum pada semua makhluk hidup.
Nutrien-nutrien tadi disebut sebagai metabolit primer ( Sahidin, 2013).

Ciri-ciri metabolit primer yaitu (Dewick, 1999):

a. Terbentuk melalui metabolisme primer

b. Memiliki fungsi yang esensial dan jelas bagi kelangsungan hidup
organisme penghasilnya (merupakan komponen esensial tubuh misalnya
asam amino, vitamin, nukleotida, asam nukleat dan lemak).

c. Sering berhubungan dengan pertumbuhan orgnisme penghasilnya.

d. Bersifat tidak spesifik (ada pada hampir semua makhluk hidup).

e. Dibuat dan dismpan secara intraseluler.

f. Dibuat dalam kuantitas yang cukup banyak
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2.6.2 Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder termasuk antibiotic/antimikrobia dapat diproduksi
oleh mikroorganisme endofit yang dalam habitat aslinya dapat membentuk
koloni dalam jaringan tanaman (Bills dan Polyshook, 1992). Dari sekitar
300.000 jenis tanaman yang tersebar di muka bumi, masing-masing tanaman
mengandung satu atau lebih mikroorganisme endofit yang terdiri dari bakteri
atau fungi (Strobel, et al., 2003). Mikroorganisme endofit dapat ditemukan
pada berbagai jaringan tanaman diantaranya biji, ovula, buah, batang, akar,
umbi akar dan daun tetapi tidak menyebabkan penyakit pada tanaman tersebut
(Altahi, et al (2009) dalam Izza (2011)).

Senyawa metabolit sekunder yang diproduksi oleh mikrobia tersebut
bermanfaat bagi pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Zat pengatur
tumbuh yang dihasilkan dapat menambah panjang akar, jumlah cabang akar
dan rambut akar, berat kering akar maupun panjang batang pada berbagai jenis
tanaman.  Pertumbuhan akar yang cepat akan segera memantapkan
pertumbuhan tanaman muda untuk menyerap air dan nutrisi dari
lingkungannya. Hal ini bermanfaat terutama bagi tanaman yang tumbuh di
daerah kering dimana air menjadi pembatas utama pertumbuhan.
Antimikrobial dan enzim pendegradasi dinding sel yang dihasilkan, dapat
membantu mengatasi serangan pathogen penyebab penyakit pada tanaman
(Hallmann, 2001; Lezin et al., 2001; Patten and Glick, 2002 dalam Listiana, et

al., 2012).
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Tumbuhan pada saat kena hujan atau panas tidak dapat menghindar
atau lari untuk berteduh, tetapi tumbuhan tersebut mengeluarkan atau
menghasilkan senyawa tertentu yang dapat melindungi dirinya dari pengaruh
hujan atau panas. Senyawa-senyawa yang dimaksud disebut dengan metabolit
sekunder ( Sahidin, 2013).
Ciri-ciri metabolit sekunder adalah (Dewick, 1999) :

a. Dibuat mealui proses metabolisme sekunder

b. Diproduksi selama fase stasioner

c. Fungsi bagi organisme penghasil belum jelas, diduga tidak behubungan
dengan sintesis komponen sel atau pertumbuhan

d. Dibuat dan disimpan secara ekstraseluler

e. Hanya dibuat oleh spesies tertentu dan dalam jumlah terbatas

f. Umumnya diproduksi oleh fungi filamemntus dan bakteri pembentuk
spora

g. Merupakan kekhasan bagi spesies tertentu

2.7 Mekanisme Kerja Bahan Antibakteri
Menurut pelczar dan chan (1988) cara kerja zat antimikroba dalam
melakukan efeknya terhadap mikroorganisme adalah sebagai berikut :
1. Merusak dinding sel
Pada umumnya bakteri memiliki suatu lapisan luar yang kaku
disebut dinding sel. Dinding sel ini berfungsi untuk mempertahankan
bentuk dan menahan sel, dinding sel bakteri tersusun atas peptidoglikan

yang merupakan polimer komplek yang terdiri atas rangkaian asam N-
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asetil glukosamin dan asam N-asetilmuramat yang tersusun secara
bergantian. Keberadaan lapisan peptidoglikan ini menyebabkan dinding
sel bersifat kaku dan kuat sehingga mampu menahan tekanan osmotic
dalam sel yang kaku. Struktur dinding sel dapat dirusak dengan cara
menghambat pembentukannya atau mengubahnya setelah selesai dibentuk.
Pada konsentrasi rendah, bahan antimikroba yang ampuh akan
menghambat pembentukan ikatan glikosida sehingga pembentukan
dinding sel yang baru terganggu. Selanjutnya dijelaskan bahwa pada
konsentrasi tinggi bahan antimikroba akan menyebabkan ikatan glikosida
menjadi terganggu dan pembentukan dinding sel terhenti.
Merubah protein dan asam nukleat

Kelangsungan hidup sel sangat tergantung pada molekul-molekul
protein dan asam nukleat. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang
terjadi pada pembentukan atau fungsi zat-zat tersebut dapat
mengakibatkan kerusakan total pada sel. Bahan antimikroba yang dapat
mendenaturasi protein dan asam nukleat dapat merusak sel tanpa dapat
diperbaiki lebih lanjut.
Merubah permeabilitas sel

Sitoplasma dibatasi oleh selaput yang disebut membrane sel yang
mempunyai permeabilitas selektif, membrane ini tersusun atas fosfolipid
dan protein. Membrane sitoplasma berfungsi mengatur keluar masukya
bahan-bahan tertentu dalam sel. Proses pengangkutan za-zat yang lebih

diperlukan baik kedalam maupun keluar sel kemungkinan karena di dalam
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membrane sitoplasma terdapat enzim protein untuk mensitesis
peptidoglikan komponen membrane luar. Apabila fungsi membrane sel
terganggu oleh adanya bahan antimikroba, maka permeabilitas sel bakteri
akan mengalami perubahan, sehingga akan mengakibatkan terhambatnya
pertumbuhan sel atau kematian sel.
Menghambat kerja enzim

Dalam badan sel terdapat protein yang membantu kelangsungan
proses-proses metabolisme, banyak zat kimia telah diketahui dapat
menggangu reaksi biokimia misalnya logam berat, golongan tembaga,
perak, air raksa dan senyawa logam berat lain, umumnya efektif sebagai
bahan antimikroba pada konsentrasi relative rendah. Dengan demikian
kerja enzim yang terhambat akan menyebabkan proses metabolism
terganggu, sehingga aktifitas sel bakteri akan terganggu, hal ini dapat
menyebabkan sel bakteri hancur dan akan mati.
Menghambat sintesis DNA, RNA dan protein

DNA, RNA dan protein memegang peranan penting dalam proses
kehidupan normal sel, beberapa bahan antimikroba dalam bentuk
antibiotic dapat menghambat proses sintesis protein. Apabila keberadaan
DNA, RNA dan protein mengalami gangguan atau hambatan pada
pembentukan atau fungsi zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan sel

sehingga proses kehidupan sel terganggu.
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2.8 Escherichia coli
Bakteri Eschericia coli (E. coli) termasuk bakteri yang berbentuk batang,
gram negatif, fakultatif anaerob dan tidak mampu membentuk spora. Klasifikasi

bakteri Escherichia coli menurut Bergey’s (2005) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Bakteria

Phylum : Proteobacteria

Class : Gammaproteobakteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Eschericia

Spesies : Escherichia coli

E. coli merupakan bakteri gram negatif yang ditemukan di danau, sungai
dan laut berasal dari tinja manusia dan hewan berdarah panas serta perairan yang
terkontaminasi oleh limbah bersifat organic, memiliki ukuran sel dengan panjang
2.0 — 0.6 pum dan lebar 1.1 — 1.5 p, tidak ditemukan spora bersifat fakultatif
aerobic. Bakteri ini memiliki kapsula atau mikrokapsula terbuat dari asam-asam
polisakarida, memproduksi maam-macam fimbria atau pili. Fimbria merupakan
rangkaian hidrofobik dan mempunyai pengaruh panas atau organ spesifik yang
bersifat adhesi, mempunyai tipe metabolism fermentasi dan respirasi tetapi
pertumbuhannya paling sedikit banyak di bawah keadaan anaerob. Pertumbuhan
bakteri yang baik terhadap suhu optimal 37°C pada media yang mengandung 1%

peptone sebagai sumber karbon dan nitrogen (Feliatra, 2002).
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Escherichia coli adalah kuman yang banyak ditemukan di usus besar
manusia sebagai flora normal. Sifatnya unik karena dapat menyebabkan infeksi
primer pada usus misalnya diare pada anak. Di dalam usus kuman ini tidak
menyebabkan penyakit, malahan dapat membantu fungsi normal dan nutrisi.
Organisme ini menjadi patogen hanya bila mencapai jaringan di luar saluran
pencernaan khususnya saluran air kemih, saluran empedu, paru-paru, peritoneum,
atau selaput otak, menyebabkan peradangan pada tempat-tempat tersebut. (Jawetz
et al., 1991 dalam Melki, 2011).

E. coli mengandung enzim yang peka terhadap penisilin yakni enzim
transpeptidase dan enzim D-alanine carboxypeptidase. Sifat resisten terhadap
penisilin disebabkan target kerja yang melibatkan kerusakan dinding sel bakteri
yakni dengan menghambat sintesis peptidoglikan. Membrane dalam tersusun oleh
peptidoglikan 1 -10% dari dinding sel dan lipoprotein sedangkan membrane luar
tersusun atas lipoprotein 30%, fosfolipid 20 - 25%, protein 40 — 45% yang
berfungsi sebagai pertahanan terhadap lingkungan luar terhadap aksi antibiotic
sehingga penisilin lebih sulit untuk mencapai target kerja. Resistensi yang terjadi
diakibatkan oleh perubahan permeabilitas selubung sel mikroba, mekanisme
kerjanya yaitu dengan menghambat sintesis protein pada ribosom, caranya dengan
menghambat pemasukan aminoasil t-RNA pada fase pemanjangan (Azizah,

2002).
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Menurut Feliatra (2002), E. coli menyebabkan diare dapat diklasifikasikan
berdasarkan cirri khas menimbulkan penyakit memalui mekanisme yang berbeda,
antara lain:

a. E. Coli Enteropatogenik (EPEC)

Penyebab penting pada bayi, khususnya di Negara berkembang. EPEC
melekat pada sel mukosa. Akibat dari infeksi EPEC adalah diare cair yang
biasanya sembuh sendiri tetapi juga dapat kronik. Diare EPEC dapat diperpendek
dengan pemberian antibiotic. Diare ini terjadi pada manusia, kelinci, anjing,
kucing dan kuda. Seperti ETEC, EPEC juga menyebabkan diare tetapi mekanisme
molekuler dari kolonisasi dan etiologi adalah berbeda. EPEC sedikit fimbria, ST
dan LT toksin, tetapi EPEC menggunakan adhesin yang dikenal sebagai intimin
untuk mengikat inang sel usus. Sel EPEC invasive (jika memasuki sel inang) dan
menyebabkan radang.

b. E. coli Enterotoksigenik (ETEC)

Factor kolonisasi ETEC menimbulkan pelekatan ETEC pada sel epitel
usus kecil. Lumen usus terenggang oleh cairan dan mengakibatkan hipermortilitas
serta diare dan berlangsung selama beberapa hari. Beberapa strain ETEC
menghasilkan eksotosin yang tidak tahan panas. Ketika timbul diare, pemberian
antibiotic dapat secara efektif mempersingkat lamanya penyakit. Diare tanpa
disertai demam ini terjadi pada manusia, babi, kambing, kuda, domba, anjing dan
sapi. ETEC menggunakan fimbrial adhesi (penonjolan dari dinding sel bakteri)
untuk mengikat sel-sel enterosit di usus halus. ETEC dapat memproduksi 2

proteinous enterotoksin yakni dua protein yang lebih besar, LT enterotoksin sama
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pada struktur dan fungsi toksin kolera hanya lebih kecil, ST enterotoksin
menyebabkan akumulasi cGMP pada sel target dan elektrolit dan cairan sekresi
berikutnya ke lumen usus. ETEC strains tidak invasive dan tidak tinggal pada
lumen usus.
2.9 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) berasal dari kata “Staphele” yang
berarti kumpulan dari anggur dan kata “aureus” dalam bahasa latin yang berarti
emas. Nama tersebut diberikan berdasarkan dari sel-sel bakteri tersebut jika dilihat
di bawah mikroskop dan warna keemasan yang terbentuk jika bakteri tersebut
ditumbuhkan pada pertumbuhan suatu agar (Supardi & Sukamto, 1999). Koloni
Staphylococcus pada perbenihan berbentuk bundar, halus, menonjol dan berkilau
(Brooks et al., 1996).

Bakteri S. aureus menurut Bergey’s (2005) termasuk dalam bakteri gram
positif yang memiliki dinding sel yang lebih sederhana, sedangkan Kklasifikasinya

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Monera

Divisi : Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Bacillales

Family : Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus

Species : Staphylococcus aureus
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Bakteri gram positif menurut Pelczar dan Chan (1988), mempunyai
struktur dinding sel yang tebal ayitu 15-80 nm dan berlapis tunggal (mono),
sedangkan kandungan lipidnya rendah yaitu 1-4%. Lapisan peptidoglikan pada
bakteri gram positif ada sebagai lapisan tunggal dengan jumlah lebih dari 50%
berat kering.

Staphylococcus aureus merupakan bakteri Gram positif, tidak bergerak,
tidak berspora dan mampu membentuk kapsul. Berbentuk kokus dan tersusun
seperti buah anggur. Apabila ditumbuhkan pada media agar, Staphylococcus
memiliki diameter 0.5-1.0 mmdengan koloni berwarna kuning. Dinding selnya
mengandung asam teikoat, yaitu sekitar 40% dari berat kering dinding selnya.
Asam teikoat adalah beberapa kelompok antigen dari Staphylococcus. Asam
teikoat mengandung aglutinogen dan N-asetilglukosamin (Jawetz et al, 2008).

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri pathogen terpenting dan
berbahaya diantara genus Staphylococcus. Bakteri ini sering resisten terhadap
berbagai jenis obat, sehingga mempersulit pemilihan antimikroba yang sesuai
untuk terapi. Resistensi terhadap beberapa antimikroba umumnya terjadi di rumah
sakit, tempat yang paling banyak menggunakan anti mikroba (Dwijoseputro,
2005).

Suhu optimum untuk pertumbuhan Staphylococcus aureus adalah 35-
37°C, dengan suhu minimum 6.7°C dan suhu maksimum 45.5°C. bakteri ini dapat
tumbuh pada pH 4.0 — 9.8 dengan pH optimum sekitar 7.0 — 7.5. bakteri ini juga
dapat tumbuh pada A, rendah dan konsentrasi NaCl yang tinngi (Supardi dan

Sukamto, 1999).
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Selain  memproduksi koagulase, yaitu suatu enzim yang dapat
menggumpalkan plasma, Staphylococcus aureus juga dapat memproduksi toksin,
diantaranya: (1) Eksotoksin — a yang sangat beracun, (2) Toksin —  yang terdiri
dari hemolisin, yaitu suatu komponen yang mampu menyebabkan lisis pada sel
darah merah , (3) Toksin F dan S, (4) Hialuronidase, yaitu suatu enzim yang dapat
memecah asam hyaluronat di dalam tenunan sehingga mempermudah penyebaran
bakteri ke seluruh tubuh, (5) Suatu grup enterotoksin yang terdiri dari protein
sederhana (Supardi dan Sukamto, 1999).

Staphylococcus aureus hidup sebagai saprofit di dalam saluran-saluran
pengeluaran lendir dari tubuh manusia dan hewan seperti hidung, mulut dan
tenggorokan dan dapat dikeluarkan pada waktu batuk atau bersin. Bakteri ini juga
sering terdapat pada pori-pori dan permukaan kulit, kelenjar keringat dan saluran
usus (Supardi dan Sukamto, 1999).

Bakteri Staphylococcus aureus merupakan bakteri flora normal pada kulit
dan selaput lendir pada manusia. Staphylococcus dapat menjadi penyebab infeksi
baik pada manusia maupun pada hewan. Bakteri S. aureus dapat mengakibatkan
infeksi kerusakan pada kulit atau luka pada organ tubuh jika bakteri ini
mengalahkan mekanisme pertahanan tubuh. Saat bakteri masuk ke peredaran
darah bakteri dapat menyebar ke organ lain dan meyebabkan infeksi (Melki,

2011).
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2.10 Uji Sensitifitas Terhadap Mikroba
Sebelum zat antimikroba digunakan untuk keperluan pengobatan maka
perlu diuji dahulu efeknya terhadap spesies bakteri tertentu. Aktifitas antijasad
renik diukur secara in vitro agar dapat ditentukan potensinya suatu zat sebagai anti
jasad renik dalam larutan, konsetrasi zat terhadap jasad renik serta kepekaan suatu
jasad enik terhadap konsentrasi-konsentrasi bahan amtimikroba yang diberikan
(Jawetz, 1986).
Menurut Tortora et al (2001), pengujian aktifitas bahan antimikroba secara
in vitro dapat dilakukan melalui dua cara yaitu:
1. Metode Dilusi
Cara ini digunakan untuk menentukan KHM (Kadar Hambat
Minimum dan KBM (Kadar Bunuh Minimum) dari bahan antimikroba.
Prinsip dari metode dilusi adalah menggunakan satu seri tabung reaksi
yang diisi medium cair dan sejumlah tertentu sel mikroba yang diuji.
Selanjutnya masing-masing tabung diisi dengan bahan antimikroba yang
telah diencerkan secara serial, kemudian seri tabung diinkubasi pada suhu
37°C selama 18-24 jam dan diamatai terjadinya kekeruhan konsentrasi
terendah bahan antimikroba pada tabung yang ditunjukkan dengan hasil
biakan yang mulai tampak jernih (tidak ada pertumbuhan bakteri adalah
merupakan konsentrasi hambat minimum). Biakan dari semua tabung yang
jernih ditumbuhkan pada medium agar padat, diinkubasi selama 24 jam,
dan diamati ada tidaknya koloni bakteri yang tumbuh. Konsentrasi

terendah obat pada biakan pada medium padat yang ditunjukkan dengan
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tidak adanya pertumbuan bakteri adalah merupakan konsentrasi bunuh
minimum bahan antimikroba terhadap bakeri uji.
2. Metode Difusi Cakram (Uji Kirby-Bauer)
Prinsip dari metode difusi cakram adalah menempatkan kertas
ckram yang sudah mengandung bahan antimikroba tertentu pada medium
lempeng padat yang telah dicampur dengan bakteri yang akan diuji.
Medium ini kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam,
selanjutnya diamati adanya area (zona) jernih disekitar kertas cakram.
Daerah jernih yang tampak disekeliling kertas cakram menunjukkan tidak
adanya pertumbuhan mikroba. Bakteri yang sensitive terhadap bahan
antimikroba akan ditandai dengan adanya daerah hambatan disekitar
cakram, sedangkan bakteri yang resisten akan tetap tumbuh pada tepi
kertas cakram.
2.11 Pewarnaan Gram

Mikroorganisme yang ada di alam ini mempunyai morfologi, struktur dan
sifat-sifat yang khas, termasuk bakteri. Bakteri yang hidup hampir tidak berwarna
dan kontras dengan air, dimana sel-sel bakteri tersebut disuspensikan. Salah satu
cara untuk melihat dan mengamati bentuk sel bakteri dalam keadaan hidup sangat
sulit, sehingga untuk diidentifikasi ialah dengan metode pengecatan atau
pewarnaan sel bekteri, sehingga sel dapat terlihat jelas dan mudah diamati. Hal
tersebut juga berfungsi untuk mengetahui sifat fisiologisnya yaitu mengetahui

reaksi dinding sel bakteri melalui serangkaian pengecatan. Oleh karena itu teknik
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pewarnaan sel bakteri ini merupakan salahsatu cara yang paling utama dalam
penelitian-penelitian mikrobiologi (Jawetz, 2008).

Struktur di dalam sel pada tempat-tempat yang dibentuk oleh spesies ini,
disebut endospora. Endospora dapat bertahan hidup dalam keadaan kekurangan
nutrien, tahan terhadap panas, kekeringan, radiasi UV serta bahan-bahan kimia.
Ketahanan tersebut disebabkan oleh adanya selubung spora yang tebal dan keras.
Sifat-sifat ini menyebabkan dibutuhkannya perlakuan yang keras untuk
mewarnainya (Prescott, 2008).

Hanya bila diperlukan panas yang cukup, pewarna yang sesuai dapat
menembus endospora. Tetapi sekali pewarna memasuki endospora, sukar untuk
dihilangkan. Ukuran dan letak endospora di dalam sel merupakan ciri-ciri yang
digunakan untuk membedakan spesies-spesies bakteri yang membentuknya
(Prescott, 2008).

Menurut Sutedjo et al (1991), sel-sel bakteri yang bersifat gram positif
adalah bakteri yang mengikat zat warna dasar (utama) dengan kuat sehingga dapat
dilunturkan oleh zat peluntur dan tidak dapat diwarnai lagi oleh zat lain. Pada
pengamatan mikroskopik, sel-sel bakteri gram positif dengan warna biru ungu
(violet). Bakteri gram negatif adalah bakteri yang daya pengikat warna dasarnya
tidak kuat, sehingga dapat dilunturkan dan dapat diwarnai kembali oleh zat warna
lain. Pada pengamatan mikroskopik sel-sel bakteri pada pewarnaan gram ini
tampaknya berwarna merah.

Perbedaan gram positif dan gram negatif adalah gram positif merupakan

organisme yang dapat menahan kompleks pewarna primer ungu kristal iodium
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sampai pada akhir prosedur (sel tampak biru gelap atau ungu). Sedangkan gram

negatif merupakan organisme yang kehilangan komplek warna ungu kristal pada

waktu pembilasan dengan alkohol namun kemudian terwarnai oleh pewarnaan

tandingan safranin (sel tampak merah muda/merah) (Hadioetomo, 1985).

Tabel 2.3 Mekanisme penyerapan warma (Pelczar, 2009)

Larutan dan Ukuran

Reaksi dan Tampang Bakteri

Penggunaan Gram Positif Gram Negatif
1. Ungu Kristal UK) Sel berwarna ungu Sel berwarna ungu
2. Larutan Yodium (Y) | Kompleks UK-Y Kompleks UK-Y
terbentuk di dalam sel, terbentuk di dalam sel,

sel tetap berwarna ungu. sel tetap berwarmaungu.

3. Alkohol Dinding sel mengalami Lipid terekstraksi dari
dehidrasi, pori-pori dinding sel, pori-pori
menciut, daya rembes mengembang, kompleks
dinding seldanmembran UK-Y keluar dari sel;
menurun, UK-Y tak sel menjadi tak
dapat keluar dari sel; sel | berwarna
tetap ungu

4. Safranin Sel tak terpengaruhi, Sel menyerap zat pewarna ini,
tetap ungu. menjadi merah

Faktor-faktor yang mempengaruhi pewarnaan bakteri yaitu fiksasi,

peluntur warna , substrat, intensifikasi pewarnaan dan penggunaan zat warna

penutup. Suatu preparat yang sudah meresap suatu zat warna, kemudian dicuci

dengan asam encer maka semua zat warna terhapus. sebaliknya terdapat juga

preparat yang tahan terhadap asam encer. Bakteri-bakteri seperti ini dinamakan
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bakteri tahan asam, dan hal ini merupakan ciri yang khas bagi suatu spesies
(Bailey, 2007).
2.12 Uji Biokimia

Uji biokimia bakteri merupakan suatu cara atau perlakuan yang dilakukan
untuk mengidentifikasi dan mendeterminasi suatu biakan murni bakteri hasil
isolasi melalui sifat - sifat fisiologinya. Proses biokimia erat kaitannya dengan
metabolisme sel, yakni selama reaksi kimiawi yang dilakukan oleh sel yang
menghasilkan energi maupun yang menggunakan energi untuk sintesis
komponen-komponen sel dan untuk kegiatan selular, seperti pergerakan. Suatu
bakteri tidak dapat dideterminasi hanya berdasarkan sifat-sifat morfologinya saja,
sehingga perlu diteliti sifat-sifat biokimia dan faktor-faktor yang mempengaruhi
pertumbuhannya (Cowan, 2004).

Ciri fisiologi ataupun biokimia merupakan kriteria yang amat penting di
dalam identifikasi spesimen bakteri yang tidak dikenal karena secara morfologis
biakan ataupun sel bakteri yang berbeda dapat tampak serupa, tanpa hasil
pegamatan fisiologis yang memadai mengenai kandungan organik yang diperiksa
maka penentuan spesiesnya tidak mungkin dilakukan. Karakterisasi dan
klasifikasi sebagian mikroorganisme seperti bakteri berdasarkan pada reaksi
enzimatik maupun biokimia. Mikroorganisme dapat tumbuh pada beberapa tipe
media yang memproduksi tipe metabolit yang dapat dideteksi dengan reaksi
antara mikroorganisme dengan reagen test yang dapat menghasilkan perubahan

warna reagen (Cowan, 2004).
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Sifat metabolisme bakteri dalam uji biokimia biasanya dilihat dari

interaksi metabolit-metabolit yang dihasilkan dengan reagen-reagen kimia. Uji

lain dapat dilakukan dengan cara melihat kemampuannya menggunakan senyawa

tertentu sebagai sumber karbon dan sumber energi. Uji-uji biokimia ditujukan

untuk memastikan bakteri yang dianalisa benar-benar bakteri yang kita harapkan.

Uji biokimia bertujuan untuk memperkecil kesalahan, karena beberapa spesies

memiliki sifat-sifat yang hampir sama (MacFaddin, 1980).

1.

Beberapa jenis uji biokimia antara lain :
Uji Indol

Media yang dipakai adalah pepton 1%. Uji indol digunakan untuk
mengetahui apakah kuman mempunyai enzim triptophanase sehingga
kuman tersebut mampu mengoksidasi asam amino triptophan membentuk
indol. Adanya indol dapat diketahui dengan penambahan reagen
Ehrlich/Kovac’s yang berisi paradimetil amino bensaldehid. Interpretasi
hasil: negatif (-): Tidak terbentuk lapisan cincin berwarna merah pada
permukaan biakan, artinya bakteri ini tidak membentuk indol dari
triptophan sebagai sumber karbon. Positif (+): Terbentuk lapisan cincin
berwarna merah pada permukaan biakan, artinya bakteri ini membentuk
indol dari triptophan sebagai sumber karbon (Cowan, 2004).
Uji MR (Methyl Red)

Media yang digunakan adalah pepton glukosa phosphat. Uji ini
digunakan untuk mengetahui adanya fermentasi asam campuran (metilen

glikon). Interpretasi hasil: negatif (-): Tidak terjadi perubahan warna
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media menjadi merah setelah ditambah methyl red 1%. Positif (+): Terjadi
perubahan warna media menjadi merah setelah ditambahkan methyl red
1%. Artinya bakteri menghasilkan asam campuran (metilen glikon) dari
proses fermentasi glukosa yang terkandung dalam media MR (Cowan,
2004).

. Uji VP (Voges Proskauer)

Media yang dipakai adalah pepton glukosa phosphat. Uji ini
digunakan untuk mengetahui pembentukan asetil metil karbinol (asetoin)
dari hasil fermentasi glukosa. Interpretasi hasil: negatif (-): tidak terjadi
perubahan warna media menjadi merah setelah ditambahkan a naphtol 5%
dan KOH 40%. Positif (+): terjadi perubahan warna media menjadi merah
setelah ditambahkan a naphtol 5% dan KOH 40%, artinya hasil akhir
fermentasi bakteri adalah asetil metil karbinol (asetoin) (Colome, 2001).

. Uji Citrat

Media yang dipakai adalah Simons citrat. Tujuan dari uji ini adalah
untuk mengetahui apakah kuman menggunakan sitrat sebagai sumber
karbon. Pada media Simons citrat berisi indikator BTB (Brom Tymol
Blue). Apabila bakteri menggunakan sitrat sebagai sumber karbon maka
media berubah menjadi basa dan berubah warna menjadi biru. Interpretasi
hasil: negatif (-): tidak terjadinya perubahan warna media dari hijau
menjadi biru. Artinya bakteri ini tidak mempunyai enzim sitrat permease
yaitu enzim spesifik yang membawa sitrat ke dalam sel. Sehingga kuman

tidak menggunakan citra sebagai salah satu/satu-satunya sumber karbon.
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Positif (+): terjadinya perubahan warna media dari hijau menjadi biru,
artinya kuman menggunakan citrat sebagai salah satu/satu-satunya sumber
karbon (Ratna, 2012).
. Uji Motilitas

Media yang dipakai adalah media yang bersifat semi solid dengan
kandungan agar-agar 0.2-0.4%. Tujuan dari uji ini adalah untuk
mengetahui gerak kuman, bisa memakai media MO (Motilitas Ornitin)
atau SIM (Sulfida Indol Motility). Pada media SIM selain untuk melihat
motilitas bisa juga untuk test indol dan pembentukan H,S. Interpretasi
hasil : negatif (-) : terlihat adanya penyebaran yang berwarna putih seperti
akar hanya pada bekas tusukan inokulasi. Positif (+): terlihat adanya
penyebaran yang berwarna putih seperti akar disekitar inokulasi. Hal ini
menunjukan adanya pergerakan dari bakteri yang diinokulasikan, yang
berarti bahwa bakteri ini memiliki flagel (Burrows, 2004).
. Uji Urenase

Media yang dipakai adalah media yang bersifat semi solid dengan
kandungan agar-agar 0.2-0.4%. Tujuan dari uji ini adalah untuk
mengetahui gerak kuman, bisa memakai media MO (Motilitas Ornitin)
atau SIM (Sulfida Indol Motility). Pada media SIM selain untuk melihat
motilitas bisa juga untuk test indol dan pembentukan H,S. Interpretasi
hasil: negatif (-): terlihat adanya penyebaran yang berwarna putih seperti
akar hanya pada bekas tusukan inokulasi. Positif (+): terlihat adanya

penyebaran yang berwarna putih seperti akar disekitar inokulasi. Hal ini
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menunjukan adanya pergerakan dari bakteri yang diinokulasikan, yang
berarti bahwa bakteri ini memiliki flagel (Burrows, 2004).
. Uji TSA (Triple Sugar Iron Agar)

Tujuan dari tes ini adalah untuk mengetahui kemampuan kuman
untuk memfermentasikan karbohidrat. Pada media TSIA berisi 3 macam
karbohidrat yaitu glukosa, laktosa dan sukrosa. Indikatornya adalah phenol
red yang menyebabkan perubahan warna dari merah orange menjadi
kuning dalam suasana asam. Glukosa berada di dasar media sedangkan
laktosa dan sukrosa berada di bagian lereng. Fermentasi pada TSIA juga
disertai dengan pembentukan gas CO, yang dapat dilihat dari pecahnya
dan terangkatnya agar. Media TSIA juga dapat digunakan untuk
mengetahui  pembentukan H,S vyaitu melihat apakah kuman
memfermentasi metionin dan sistein (Asam amino yang mempunyai gugus
S). Pada media TSIA terdapat asam amino metionin dan sistein, jika
kuman memfermentasi kedua asam amino ini maka gugus S akan keluar
dan gugus S akan bergabung dengan H,O membentuk H,S. Selanjutnya
H,S bergabung dengan Fe? membentuk FeS berwarna hitam dan
mengendap (Buchanan, 2003).

. Uji Gula-gula

Uji ini digunakan untuk mengetahui apakah kuman memfermentasi
masing-masing gula diatas membentuk asam. Media gula-gula ini terpisah
dalam 5 tabung yang berbeda dan media yang digunakan adalah masing-

masing gula dengan konsentrasi 1% dalam pepton. Masing-masing gula
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gula ditambahkan indikator phenol red. Interpretasi hasil: negatif (-): tidak
terjadi perubahan warna media dari merah menjadi kuning, artinya kuman
tidak memfermentasi gula .Positif (+): terjadi perubahan warna media dari
merah menjadi kuning. Artinya kuman memfermentasi gula membentuk
ditandai dengan tinta pada tutup kapas yang berbeda-beda. Untuk glukosa
tidak berwarna, laktosa berwarna ungu, maltosa berwarna merah, manitol
berwarna hijau, dan sukrosa berwarna biru. Didalam media gula- asam,
positif + gas (+g): Terjadi perubahan warna media dari merah menjadi
kuning. Artinya kuman memfermentasi gula membentuk asam dan gas.
Gas yang diperhitungan minimal 10% dari tinggi tabung durham (Adam,
2001).
Uji Katalase

Uji katalase berguna dalam mengidentifikasi kelompok bakteri
yang dapat menghasilkan enzim katalase. Uji Katalase dilakukan dengan
cara meneteskan hidrogen peroksida (H,O,) pada gelas obyek yang bersih.
Biakan dioleskan pada gelas obyek yang sudah ditetesi hidrogen peroksida
dengan usa. Suspensi dicampur secara perlahan menggunakan usa, hasil
yang positif ditandai oleh terbentuknya gelembung-gelembung udara
(Hadioetomo, 1990).
Uji Koagulasi

Uji koagulase digunakan untuk melihat kemampuan bakteri yang
menghasilkan enzim yang dapat menggumpalkan fibrin. Uji koagulase

dilakukan dengan cara, dari media agar darah diinokulasi 1-3 koloni
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bakteri ke dalam media HIB. Kemudian diencerkan 1 mL plasma dengan 4
mL aquadest, lalu dipipet 0.5 mL dan masukkan ke dalam biakan HIB dan
dihomogenkan. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Diamati pembentukan gumpalan pada medium, adanya gumpalan seperti
awan menunjukkan hasil positif (Hadioetomo, 1990).
11. Uji Novobiocin

Tes novobiocin dilakukan dengan cara 1 ose suspensi bakteri
ditanam dalam media Mueller Hilton Agar kemudian diletakkan disk
Novobiocin diatas media Mueller Hilton Agar, diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Adanya daerah bening disekitar disk menunjukkan hasil

positif (Cowan, 2004).

2.13 Identifikasi Spesies Bakteri Menggunakan Microbact 12

Salah satu cara pengidentifikasian mikroorganisme vyaitu dengan
menganalisa kemampuan metabolismenya dengan menggunakan suatu metode uji
biokimia. Uji biokimia meliputi kemampuan mikroorganisme dalam
menggunakan berbagai jenis sumber karbon dan senyawa kimia lainnya. Uji
biokimia yang beragam dan semakin banyak jenis senyawa pengujian maka akan
menghasilkan pengidentifikasian spesifik hingga tingkat spesies (Buckle, 1987).

Prinsip kerja dari Microbact yaitu dengan mereaksikan suspensi isolat ke
dalam sumur-sumur yang telah berisi sumber karbon dan senyawa-senyawa
biokimia lain yang berjumlah 12 jenis. Kit Microbact 12E dan Microbact 12B
adalah sistem identifikasi komersial untuk bakteri secara umum dan bakteri Gram

negatif dan Gram positif golongan enterobacter. Microbact 12E untuk bakteri
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Gram negatif dan Microbact 12B untuk bakteri Gram positif. Tes Ini terdiri dari
12 substrat biokimia yang berbeda, tes ditempatkan di sumur Microbact.
Pengujian dengan menggunakan Microbact akan mempermudah metode
pengidentifikasian suatu mikroorganisme. Microbact mempunyai sistem yang
dirancang untuk mengidentifikasi bakteri dengan komposisi substrat dan pereaksi
yang telah distandarisasi. Pengujian dengan Microbact memiliki beberapa
ketentuan sebelum dilakukan pengujian, yaitu sampel isolat yang digunakan
merupakan isolat yang telah dimurnikan dan dilarutkan ke dalam garam fisiologis
(Oxoid, 2004).

Prinsip kerja dari Microbact yaitu dengan mereaksikan suspensi isolat ke
dalam sumur-sumur yang telah berisi sumber karbon dan senyawa-senyawa
biokimia lain yang berjumlah 12 jenis. Suspensi bakteri yang dilarutkan ke dalam
garam fisiologis ditambahkan ke masing-masing 12 sumur uji biokimia yang
tersedia. Setelah diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C reagen yang sesuai
ditambahkan dan perubahan warna tes pada tiap sumur yang berbeda dicatat.
Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-sumur Microbact apakah positif atau negatif
dengan cara membandingkan dengan tabel warna dan hasilnya ditulis pada
formulir Patient Record. Angka-angka oktal didapat dari penjumlahan reaksi
positif saja,dari tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktal). Nama

bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan angka oktalnya (Oxoid, 2004).



BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi dan eksperimen. Penelitian
eksplorasi dengan cara mengisolasi bakteri endofit pada rumput kebar (Biophytum
sp.) yang diperoleh dari dua tempat yang berbeda yaitu dari Papua dan Jawa
Timur (Malang). Eksperimen dengan menguji isolate bakteri endofit Papua dan
Jawa Timur (Malang) terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus
untuk mengetahui daya antibakterinya.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini di mulai pada bulan Januari — Agustus 2015, bertempat di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan 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 adalah laminar air flow
cabinet, autoklaf, cawan petri, jarum ose, botol flakon, bunsen, kopor gas, oven,
pinset, incubator, aluminium voil, gelas ukur, erlenmeyer, mikropipet, blue tip,
timbangan analitik, mikroskop, cover glasss, gelas obyek, , jangka sorong, shaker
inkubator, sentrifugasi, tabung reaksi, hot plate, stirrer dan beaker glass.

3.3.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman kebar

(B. petersiaum Klotzsch), biakan murni bakteri Eschericia coli Staphylococcus

aureus, media NA (Nutrient Agar), media NB (Nutrient Broth), media MHB
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(Muller-Hinton Broth), media MHA (Muller-Hinton Agar), larutan NaOCI
(Sodium Hipoklorit) 5,3%, aquades steril, spiritus, alcohol 70%, kertas saring,
Whatman 0,22 um, kertas cakram, pewarnaan gram (larutan gentian violet, larutan
iodium, larutan safranin, alkohol 96%, mikrobact) plastic wrape, tissue dan
kapas.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Sterilisasi alat dan bahan dengan cara membungkus alat-alat (hanya untuk
alat yang bisa dibungkus) dengan kertas, alumunium foil, kemudian dimasukkan
ke dalam plastic dan dimasukkan ke dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan
tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.4.2 Isolasi Bakteri Endofit dari Tanaman Kebar

Bakteri endofit diisolasi dari tanaman kebar. Tanaman kebar ditimbang
sebanyak 10 gr dan dicuci dengan air mengalir selama 20 menit. Sterilisasi
permukaan tanaman dilakukan dengan cara merendam tanaman dalam larutan
alkohol 70% selama 2 menit, larutan NaOCl 5% selama 5 menit dan alkohol 70%
selama 30 detik kemudian dibilas dengan akuades steril sebanyak 2 kali. Tanaman
yang steril di haluskan dengan mortal secara aseptis, kemudian disaring
menggunakan kertas saring dan dimasukkan ke dalam botol flakon yang berisi
akuades steril dengan perbandingan 1:10 dan dibuat pengenceran sampai 107 .
Sebanyak 1 ml disebarkan pada media nutrient agar steril yang dan diinkubasi

selama 24 jam dalam incubator dengan suhu 37°C (Yurnaliza, 2014).
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3.4.3 Pemurnian Bakteri Endofit
Medium yang digunakan untuk pemurnian bakteri endofit yaitu medium
NA (Nutrien Agar). Bakteri endofit yang tumbuh pada medium NA, dimurnikan
masing-masing pada medium lempeng agar dan media NA miring. Kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 - 48 jam. Setelah masa inkubasi selesal,
koloni yang tampak pada masing-masing cawan petri diamati. Koloni yang
memiliki bentuk dan warna yang sama dianggap sebagai isolat yang sama. Setiap
koloni kemudian dipindahkan ke medium nutrient agar dengan cara
menggoreskan koloni tunggal mikroba dengan metode streak kuadran dan
diinkubasi selama 24 jam. Bila masih ditemukan beberapa bentuk koloni maka
dilakukan pemisahan kembali hingga diperoleh isolat murni. Isolat bakteri endofit
yang didapat dibuat pada media agar miring sebanyak dua tabung per-isolate,
masing-masing digunakan sebagai working culture (kultur kerja) dan stock culture
(Kultur stok) (Nursulistyarini dan Ainy, 2013).
3.4.4 Identifikasi Isolat Bakteri Endofit
Bakteri murni yang telah diisolasi kemudian dikarakterisasi dan

diidentifikasi yang dilakukan secara biokimia yang mengacu pada Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (2005), karakterisasi yang dilakukan
meliputi :
3.4.4.1 Pengamatan makroskopik

Karakteristik koloni bakteri hasil isolasi yaitu berdasarkan (Bergey’s, 2005):

a. Bentuk koloni (dilihat dari atas): berupa titik-titik, bulat, berbenang, tak

teratur, serupa akar, serupa kumparan.
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b. Permukaan koloni (dilihat dari samping): rata, timbul-datar, melengkung,
membukit, serupa kawah.
c. Tepi koloni (dilihat dari atas): utuh, berombak, berbelah, bergerigi,
berbenang, keriting.
d. Warna koloni: keputih-putihan, kelabu, kekuning-kuningan atau hampir
bening.
3.4.4.2 Pengamatan mikroskopik
Pengamatan mikroskopik dilakukan untuk melihat bentuk sel bakteri dan
untuk melihat kemurnian dari isolat. Pengamatan mikroskopis meliputi pewarnaan
gram, uji katalase, dan uji endospora. Untuk penentuan jenis bakteri dilanjutkan
dengan serangkaian uji biokimia terhadap isolat yang diperoleh dengan
berpedoman pada buku Bergey’s Manual Determinative Bacteriology.
3.4.4.2.1 Pewarnaan Gram
Bakteri endofit diambil sedikit dengan jarum ose secara aseptis dan
disuspensikan dengan aquades yang ada di atas gelas objek. Preparat difiksasi
diatas api bunsen sampai kering. Preparat ditetesi dengan larutan kristal ungu,
didiamkan selama 1 menit dan dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan.
Preparat ditetesi dengan larutan iodin dan didiamkan selama 1 menit, dicuci
dengan air mengalir dan dikeringkan. Preparat ditetesi dengan larutan alkohol
96% sampai warna ungu hilang. Preparat ditetesi dengan larutan safranin dan
didiamkan selama 30 detik, dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan. Preparat

ditetesi dengan minyak imersi, preparat diamati dengan mikroskop, uji gram
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positif jika berwarna ungu dan negatif jika berwarna merah (Hadioetomo, 1985).
Berdasarkan warna Gram, dilakukan uji biokimia untuk identifikasi lanjut.

Uji dengan Microbact dilakukan terhadap bakteri berentuk gram negtaif
yang sebelumnya telah dilakukan tes oksidase memakai oksidase strip (hasil
positif memberikan warna biru-ungu). Bakteri gram negatif berbentuk batang dan
oksidase positif, diuji dengan Microbact 12B, sedangkan yang hasilnya
menunjukkan oksidase negative dengan Microbact 12E. Satu sengkelit isolate
bakteri endofit dimasukkan kedalam 5-10 ml NaCl 0,85% kekeruhan 0,5
McFarland, kemudian suspensi bakteri dimasukkan ke dalam sumuran Microbact
dan diinkubasi pada suhu 35°C selama 16-24 jam. Kemudian hasilnya didapat
dengan cara membandingkan dengan warna yang ada dalam tabel dan
memasukkan datanya ke komputer yang telah di program dalam file Mikrobact.

3.5 Uji Bakteri Endofit Penghasil Metabolit Antibakteri
3.5.1 Persiapan Inokulum Mikroba Endofit Rumput Kebar

Pembuatan inokulum bakteri endofit dibuat dengan menggunakan media
Mueller-Hinton Broth (MHB). Masing-masing koloni bakteri endofit yang telah
diinkubasi pada medium NA selama 24 jam pada suhu 37°C, diambil 1 ose dan
dipindahkan ke dalam 10 mL medium MHB. Media diinkubasi selama 24 jam,
suhu 37°C kemudian digunakan sebagai starter inokulum (Elita et al, 2013).

3.5.2 Produktifitas Metabolit Antibakteri

Produksi metabolit antibakteri oleh bakteri endofit dilakukan dengan cara
menanam suspensi bakteri endofit yang sudah dibuat sebelumnya kemudian
dipindahkan sebanyak 1 ml ke dalam 9 ml medium MHB pada tabung reaksi,

diinkubasi pada suhu 30°C menggunakan shaker inkubator 130 rpm selama 16
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dan 18 jam (fase akhir log tiap spesies). Setelah selesai, masing-masing medium
pertumbuhan disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm pada suhu 4°C selama 20
menit (Utami, 2011). Supernatan yang diperoleh dipergunakan dalam pengujian

aktifitas antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus.

3.5.3 Uji Aktifitas Antibakteri Terhadap Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus
3.5.3.1 Pembuatan Bakteri Uji

Biakan murni bakteri diremajakan pada media agar padat dengan cara
bakteri diambil 1 ose lalu jarum ose yag mengandung bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus digoreskan secara aseptis pada media NA pada cawan
yaitu dengan mendekatkan cawan pada nyala api saat menggoreskan jarum ose.
Kemudian cawan petri ditutup kembali dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C dalam inkubator, kemudian diambil 1 koloni dan ditanam dalam NaCl 0.9%
sampai mencapai kekeruhan 0,5 McFarland (Ngajow et al, 2013).

3.5.3.2 Uji Antibakteri terhadap Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Medium yang digunakan untuk uji aktifitas antimikroba yaitu medium
MHA (Mueller Hinston Agar). Uji aktifitas antibakteri mikroba endofit terhadap
bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus dilakukan dengan metode uji
Kirby-Bayer menggunakan kertas cakram. Kertas cakram dibuat dari kertas saring
Whatman dengan cara mengguntingnya dengan alat pembolong kertas sehingga
didapatkan kertas cakram dengan diameter 7 mm. Secara aseptik, kertas cakam
yang sudah disterilkan direndam dalam supernatan kultur bakteri endofit selama
60 menit (Simarmata, 2007). Medium MHA dituang dalam cawan petri kemudian

ditunggu hingga padat, kemudian mikroba uji dioleskan menggunakan cotton
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swab diatas medium yang sudah padat. Kertas cakram diambil dengan
menggunakan pinset steril dan diletakkan di atas medium uji aktifitas antibakteri
(medium plat MHA). Kemudian diinkubasi sekama 18-24 jam pada suhu 37°C.
Setelah masa inkubasi selesai, dilakukan pengamatan terhadap zona jernih yang
terbentuk dan diukur diameternya. Sampel yang mempunyai potensi
menghasilkan zat antibakteri dengan adanya zona hambat zona jernih (Prescott,
2002).

Sebagai kontrol positif digunakan amoxcylin dan kontrol negatif
digunakan cakram kosong steril kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37°C. Setelah masa inkubasi selesai, dilakukan pengukuran terhadap zona jernih
yang terbentuk dan diukur diameternya. Sampel yang mempunyai potensi
menghasilkan zat antibakteri ditunjukkan dengan adanya zona jernih.

3.6 Pengukuran Zona Hambat

Zona hambat yang terbentuk diamati disekitar isolat yang diuji, karena

luasan zona bentuknya maka luas zona hambat dihtung dengan rumus sebagai

berikut (Simarmata, 2007):

Lz = Lav - Ld
Dimana:
Lz = Luas zona hambat (mm)
Lav = Luas zona hambat dengan kertas saring (mm)
Ld = Luas diameter kertas saring (mm)
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3.7 Pengumpulan Data

Data diperoleh dengan cara mengumpulkan hasil dari semua pengamatan
isolat dari proses isolasi dan pengujian antibakteri serta mengukur diameter zona
hambat yang terbentuk, pengumpulan data dilaksanakan sebagai berikut:
mengamati isolate bakteri endofit, mengidentifikasi dan mengukur diameter zona
hambat dengan menggunakan jangka sorong dari proses uji antibakteri. Diameter
zona hambat adalah diameter yang tidak ditumbuhi oleh bakteri atau jamur

disekitar paper disk dikurangi diameter paper disk.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Bakteri Endofit Dari Rumput Kebar (Biophytum sp.)

Sampel yang digunakan sebagai sumber isolat mikroba endofit berasal dari
distrik Kebar Papua dan Malang Jawa Timur. Rumput kebar ditimbang sebanyak
10 gr dan dicuci dengan air mengalir selama 20 menit. Sterilisasi permukaan
tanaman dilakukan dengan cara merendam tanaman dalam larutan alkohol 70%
selama 2 menit, larutan NaOCI 5% selama 5 menit dan alkohol 70% selama 30
detik kemudian dibilas dengan akuades steril sebanyak 2 kali.

Natrium hipoklorit dan etanol berfungsi sebagai desinfektan yang berguna
untuk mensterilkan permukaan dari rumput kebar secara kimia. Tanaman yang
steril di haluskan dengan mortal secara aseptis, kemudian disaring menggunakan
kertas saring dan dimasukkan ke dalam botol flakon yang berisi akuades steril
dengan perbandingan 1:10 dan dibuat pengenceran sampai 10 . Kontrol didapat
dari air bilasan terakhir dan disebarkan di dalam cawan petri berisi media nutrient
agar. Cawan petri yang telah berisi air rumput kebar kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Mikroba endofit yang tumbuh kemudian dilakukan
pemurnian selama 3 kali untuk mendapatkan isolat tunggal.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, peneliti berhasil
menemukan beberapa jenis bakteri endofit dari rumput kebar yang ditumbuhkan
pada medium nutrient agar (NA), bakteri endofit dari rumput kebar Papua dan

Jawa Timur ini ditumbuhkan dan dimurnikan di dalam media NA miring.
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Bakteri endofit dari rumput kebar (Biophytum sp) setelah dilakukan tahap
pemurnian berdasarkan bentuk dan warna koloni secara makroskopis dihasilkan
tiga isolat yang berbeda.

4.1 Hasil isolasi bakteri endofit dari rumput kebar

Daerah Jumlah

Sampel Bakteri Kode Isolat

KP1

Papua 3 KP2

KP3

) KJ1

Jawa Timur 2
KJ2

Keterangan Tabel 4.1 KP = rumput kebar dari Papua, KJ = rumput kebar
dari Jawa Timur

Tiga isolate bakteri endofit dari Papua dan dua isolate bakteri endofit dari
Jawa Timur (Malang) hasil isolasi dari rumput kebar selanjutnya diidentifikasi
berdasarkan cirri-ciri makroskopis dan mikroskopis sampai dengan tingkat spesies
berdasarkan buku kunci identifikasi Bergey’s (2005).

4.2 Deskripsi bentuk dan warna koloni isolate bakteri endofit

Al g !Bakterl Bentuk Koloni Warna Koloni
Endofit
KP1 Bulat Bergerigi Putih Tulang
KP2 Bulat Putih
KP3 Bulat Putih Tulang
KJ1 Bulat Putih Tulang
KJ2 Bulat Putih Tulang

Keterangan Tabel 4.2 KP= rumput kebar dari Papua dan KJ= rumput
kebar dari Jawa Timur.
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4.2 ldentifikasi isolate bakteri endofit dari rumput kebar (Biophytum sp.)

Pengamatan secara mikroskopis menunjukkan bahwa bentuk isolate
bakteri endofit adalah basil dan kokus. Table 4.3 menunjukkan bahwa isolate
bakteri endofit terdiri dari bakteri Gram positif sebanyak 2 isolat dan bakteri
Gram negatif sebanyak 3 isolat dari seluruh isolate bakteri endofit. Hal ini dapat
disebabkan oleh cara memperoleh nutrisi dari hasil metabolisme, bakteri Gram
positif lebih kompleks dalam memproteksi pertahanan dari gangguan fisik
maupun bakteri pathogen dalam jaringan inang, jika dilihat dari struktur dan
komposisi dinding sel bakteri Gram positif relative sederhana dibandingkan
bakteri Gram negatif yang lebih kompleks. Dinding sel bakteri Gram positif
mempunyai lapisan tunggal (mono), sedangkan bakteri Gram negatif tersusun dari
3 lapisan yaitu lapisan luar, lapisan tengah dan lapisan dalam (pelczar, 1986).

Table 4.3 hasil pengamatan bakteri berdasarkan pewarnaan Gram

Kode Isolat Bakteri

Endofit Pewarnaan Gram Bentuk
KP1 Positif Basil
KP2 Positif Coccus
KP3 Negatif Basil
KJ1 Negatif Basil
KJ2 Negatif Basil

Keterangan Tabel 4.3 KP= rumput kebar dari Papua dan
KJ=rumput kebar dari Jawa Timur.

Hasil pewarnaan Gram dapat diketahui adanya Gram positif dan Gram
negatif, kemudian dilakukan uji lanjut untuk mengetahui jenis spesiesnya. Dari 5

sampel koloni bakteri endofit, ditemukan 2 bakteri Gram positif dan 3 bakteri
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Gram negatif yang kemudian diuji dengan Microbact. 5 sampel koloni ditemukan
3 sampel bakteri yang berbeda sebagai berikut:

Tabel 4.4 Hasil identifikasi bakteri endofit

Kode Isolat Bakteri Spesies
Endofit P
KP1 Bacillus megaterium
KP2 Staphylococcus saprophyticus
KP3 Enterobacter gergoviae
KJ1 Enterobacter gergoviae
KJ2 Enterobacter gergoviae

Keterangan : KP : Kebar Papua dan KJ : Kebar Jawa Timur,

Lima isolate bakteri endofit yang selanjutnya diidentifikasi berdasarkan
makroskopis dan mikrokospis koloni didapatkan lima jenis bakteri endofit
Bergey’s (2005) sebagai berikut:

4.2.1 Isolat KP1 (Bacillus megaterium)

Bakteri endofit diisolasi dari seluruh bagian rumput kebar dari Papua yang
dihaluskan dan diambil ekstraknya kemudian diencerkan sampai 10 dan disebar
sebanyak 0,1 ml pada media plat NA, kemudian diidentifikasi dengan pewarnaan
Gram, diperoleh hasil Gram positif kemudian diuji dengan Microbact 12B. Isolate
Isolat KP1 selnya berbentuk basil (batang), mempunyai spora, memfermentasi
gula-gula (glukosa, manitol, sukrosa, arabinosa dan xylosa), aktif tumbuh pada
suhu 20°C sampai 45°C, tidak resisten terhadap Novobiocin, positif membentuk f3-
helolisa, mengkatalase dan mangoksidase hydrogen untuk menghasilkan oksigen.
Bakteri dengan cirri-ciri tersebut tergolong dalam genus Bacillus dan spesies

Bacillus megaterium .
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Gambar 4.1 Isolat KP1
A. Koloni, B. Sel bakteri (1000 X)

Menurut Brook (2001), klasifikasi dari Bacillus megaterium adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Prokaryota

Divisio : Protophyta

Class : Schizomycetes
Ordo : Eubacteriales
Family : Bacillaceae

Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus megaterium

Bacillus megaterium adalah bakteri gram positif, berbentuk batang
pembentuk endospore. Bakteri ini termasuk bakteri aerobik, tetapi bakteri ini juga
mampu tumbuh di bawah kondisi anaerobik bila diperlukan. Bacillus megaterium
adalah family dari bakteri gram positif, anggota lain dari family ini terdiri dari
proposisi besar pada flora mikro saprophytes yang hidup bebas di tanah, air,
lingkungan laut dan banyak habitat alam lainnya (Reddy et all, 2010).

Bakteri Bacillus megaterium bentuk selnya batang, gram positif, suhu

pertumbuhan 25°C - 45°C, membentuk endhospora, reaksi gula-gula positif pada
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glukosa, xylosa, mannitol, sukrosa, maltose dan arabinoasa, negatif pada laktosa,
media tumbuh positif pasa Nutrient Broth (NB) dan negatif pada media MCA,
CITRAT, INDOL, MR, VP, motilitas positif, tidak menghidrolisis pati, sensitive
terhadap penisilin, reaksi dengan B hemolisa positif, katalase positif, oksidase
positif, tidak mereduksi nitrat dan methylen blue (Bergey’s, 2005).

4.2.2 lIsolate KP2 (Staphylococcus saprophyticus)

Bakteri endofit diisolasi dari seluruh bagian rumput kebar dari Papua yang
dihaluskan dan diambil ekstraknya kemudian diencerkan sampai 107 dan disebar
sebanyak 0,1 ml pada media plat NA, kemudian diidentifikasi dengan pewarnaan
Gram, diperoleh hasil Gram positif kemudian diuji dengan Microbact 12B. Isolate
KP2 selnya berbentuk coccus (bulat), tidak mempunyai spora, mampu
memfermentasikan gula-gula seperti glukosa, manitol, sukrosa, lactose, arabinosa,
resisten terhadap novobiocin, mengkatalase hydrogen tanpa oksidase dan fositif
membentuk o-hemolisa. Bakteri dengan cirri-ciri tersebut tergolong dalam genus

Staphylococcus dan spesies Staphylococcus saprophyticus.
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Gambar 4.2. Isolate KP2
A. Koloni, B. Sel bakteri (1000 X)

Bakteri Staphylococcus saprophyticus dapat berada di saluran kemih dan

kandung kemih perempuan yang aktif secara seksual. Bakteri ini memiliki
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kemampuan untuk selektif terhadap urothelium manusia. Hal ini menyebabkan
penggumpalan secara langsung. Perekatan untuk S.saprophyticus struktur laktosa.
Spesies  staphylococcal ini menghasilkan enzim ekstraseluler kompleks yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri gram-positif dan gram-negatif seperti
Neisseria gonorrhoeae dan S.aureus (Jhora dan Paul, 2011).

Menurut Brook (2005), Klasifikasi dari bakteri Staphylococcus

saprophyticus adalah sebagai berikut :

Kingdom : Prokaryota

Divisio : Firmicutes

Class : Bacilli

Ordo : Bacillales

Family . Staphylococcaceae

Genus : Staphylococcus

Spesies : Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus saprophyticus merupakan bakteri gram positif, bentuk
bulat, berdiameter 1 pum, biasanya tersusun dalam bentuk kluster yang tidak
teratur seperti anggur. Bersifat aerob, nonmotil, dan tidak membentuk spora,
tumbuh dengan cepat pada temperatur 37°C. S. saprophyticus mampu
memfermentasi karbohidrat, seperti fermentasi mannitol dalam media Mannitol
Salt Agar serta menghasilkan asam laktat. Bakteri ini menyebabkan infeksi traktus
urinarius pada wanita muda. S. saprophyticus khas tidak berpigmen, resisten

terhadap novobiosin dan nonhemolitik (Brooks et al, 2005).
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Munculnya Staphylococcus saprophyticus tidak hanya sebagai bakteri
pathogen pada manusia, tetapi juga sebagai penentu resistensi antibiotik,
memerlukan pengembangan metode untuk mengidentifikasi secara cepat dan
dapat diandalkan dalam mengidentifikasi sampel medis yang penting (Ferreira et
all, 2012).

4.2.3 lsolate KP3, KJ1 dan KJ2 (Enterobacter gergoviae)

Bakteri endofit diisolasi dari seluruh bagian rumput kebar dari Papua yang
dihaluskan dan diambil ekstraknya kemudian diencerkan sampai 107 dan disebar
sebanyak 0,1 ml pada media plat NA, kemudian diidentifikasi dengan pewarnaan
Gram, diperoleh hasil Gram negatif dengan bentuk selnya basil. Semudian diuji
dengan microbact 12E. Hasil uji dengan microbact 12E diperoleh hasil bakteri
tidak berspora, tidak memfermentasikan gula-gula, mampu mereduksi nitrat,
positif lysine, positif ornithin, positif xylosa, positif ONPG, positif urease, poositif
V-Pdan positif uji sitrat. Selanjutnya diinput pengan program file microbact
bakteri dengan cirri-ciri tersebut tergolong dalam genus enterobacter dan spesies

Enterobacter gergoviae.

Gambar 4.3 Isolat KP3
A. Koloni, B. Sel bakteri (1000 X)
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Menurut Brooks (2005), Klasifikasi dari Enterobacter gergoviae adalah

sebagai berikut :

Kingdom : Prokaryota

Divisio : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
Family : Enterobacteriaceae
Genus : Enterobacter

Spesies : Enterobacter gergoviae

Enterobacter gergoviae adalah bakteri Gram negatif, oksidase negatif,
positif nitrat, fermentasi, berbentuk batang yang peritrichous ketika motil. Dengan
demikian, sesuai dengan definisi Enterobacteriaceae (Brenner et all, 1980).

Berdasarkan penelitian dari Erlindawati (2015) menyatakan bahwa bakteri
Enterobacter gergoviae yang diisolasi dari tanah gambut Kalimantan Barat
menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri uji Gram positif dan negatif,
dengan diameter zona hambat Bacillus cereus sebesar 9,401 mm dan Escherichia
coli sebesar 10,301 mm.

Enterobacter gergoviae ditemukan dalam berbagai sumber di lingkungan
seperti air, kosmetic, dan sumber klinis di Perancis, Afrika, dan Amerika Serikat.
Starin yang ditemukan dalam sampel urin selama wabah infeksi ternyata resisten
terhadap beberapa antibiotic. Strain Enterobacter gergoviae rentan terhadap
antibiotik, tetapi strain diisolasi dari saluran kemih yang terinfeksi ditemukan

menjadi resisten terhadap ampisilin dan sefalotin. Enterobacter gergoviae
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memproses glukonat dehidrogenase dan lisin dekarboksilase, menghasilkan asam
dari D-arabitol, memanfaatkan Darabitol dan histamin, dan sebagian besar strain
memanfaatkan gentisate, 3-hydroxybenzoate, dan trikarbalilat. Enterobacter
aerogenes dapat dipisahkan dari Enterobacter gergoviae oleh hidrolisis urea
(Grimont dan Patrick, 2006).

Enterobacter gergoviae peka terhadap piperacillin, piperasilin-
Tazobactam, amikasin, gentamisin, aztreonam, efuroxime, ceftazidime,
ceftriaxone, ciprofloxacin dan ertapenem. Namun,bakteri itu tahan terhadap
cefazolin dan moxicillin-asam klavulanat. Isolate Enterobacter gergoviae tahan
kuat urease-positif, namun, itu negatif untuk adonitol, inositol dan pemanfaatan
sorbitol. Enterobacter gergoviae termasuk dalam famili Enterobacteriaceae dan
merupakan endofit oportunistik karena bisa hidup di tanah dan menjajah akar
jagung. Enterobacter gergoviae telah diisolasi dari kosmetik dan air itu juga
terdapat pada saluran kemih, saluran pernapasan, abses perut dan
darah (Chen et al, 2009).

Isolate Enterobacter gergoviae telah diidentifikasi dalam beberapa kasus
endophthalmitis traumatis, namun Enterobacter gergoviae jarang diidentifikasi
dalam trauma ocular. Sekitar 10%-30% kasus endophthalmitis pasca trauma yang
disebabkan endophthalmitis traumatis polymicrobial, dan kejadian ini jauh lebih
tinggi dari pada setelah operasi katarak (nobe et al, 1987).

Enterobacter gergoviae secara alami sensitif terhadap intermediately
tetrasiklin, aminoglikosida, banyak p-laktam (piperasilin, asam amoksisilin-

klavulanat, beberapa sefalosporin, carbapenems, aztreonam) dan kuinolon (Stock
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& Wiedemann, 2002). Telah dilaporkan bahwa isolate Enterobacter gergoviae
memproduksi extendedspectrum B-laktamase. Mereka sangat tahan terhadap
ampisilin, piperasilin, cefazolin dan cefuroxime, dan cukup rentan terhadap
ceftazidime dan ceftriaxone (Cheng & Chen, 1994). Dalam kasus saat ini,
lingkungan Enterobacter gergoviae tidak menghasilkan perpanjang-spektrum [-
laktamase.

4.3 Uji aktivitas metabolit bakteri endofit dari rumput kebar (Biophytum sp.)
terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh diameter zona hambat/bening
(dalam mm) melalui pengukuran dengan jangka sorong. Pengamatan dilakukan
pada bakteri uji Eschericia coli dan Staphylococcus aureus setelah diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C, adapun rata-rata diameter zona hambat dari uji
aktivitas antifungi metabolit bakteri endofit dari rumput kebar terhadap bakteri
Eschericia coli dan Staphylococcus aureus dapat dilihat pada tabel berikut:

Tabel 4.5 Diameter zona hambat/bening pada uji aktivitas metabolit bakteri
endofit terhadap bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus

Kode Zona hambat (dalam mm)
Spesies Eschericia coli | Staphylococcus aureus
Isolat - ~
Panjang Panjang

KP1 Bacillus megaterium 508 537
KP2 Staphylococcus saprophyticus 4.086 21
KP3 Enterobacter gergoviae 292 334
KJ1 Enterobacter gergoviae 345 3.49

Kontrol Positif 6.19 16.12

Kontrol Negatif 0 0
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Pan, et al (2009), menjelaskan bahwa kategori penghambatan antimikroba
berdasarkan diameter zona hambat yaitu diameter 0-3 mm respon hambatan
pertumbuhan lemah, diameter 3-6 mm respon hambatan pertumbuhan sedang dan
diameter > 6 mm respon hambatan pertumbuhan kuat. Berdasarkan Tabel 4.5, 4
isolat yang diuji aktifitas metabolit skunder bakteri endofit mampu menghambat
pertumbuhan bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus aureus. Hal ini
menunjukkakn bahwa mikroba endofit dari rumput kebar baik dari Papua maupun
Jawa Timur mampu menghasilkan metabolit skunder sebagai antibakteri. Radji
(2005) bakteri endofit memproduksi senyawa metabolit skunder sesuai dengan
tanaman inangnya.

Uji aktifitas metabolit bakteri endofit terhadap bakteri Eschericia coli
berdasarkan table 4.5 didapatkan zona hambat terbesar yaitu ada pada isolate KP1
dengan spesies Bacillus megaterium menghasilkan zona hambat sebesar 5.08 mm.
Zona hambat terkecil adalah 2.92 mm pada isolate KP3 dengan spesies
Enterobacter gergoviae. Isolate KP2 dengan spesies Staphylococcus
saprophyticus menghasilkan zona hambat sebesar 4.08 mm, isolate KJ1 dengan
isolate Enterobacter gergoviae menghasilkan zona hambat sebesar 3.45 mm.

Uji aktifitas metabolit bakteri endofit terhadap bakteri Staphylococcus
aureus berdasrakan table 4.5 didapatkan zona hambat terbesar yaitu pada isolate
KJ1 spesies Enterobacter gergoviae dengan zona hambat sebesar 3.49 mm. Hasil
zona hambat terkecil 2.1 mm pada isolate KP2 dengan spesies Staphylococcus

saprophyticus. Isolate KP1 dengan spesies Bacillus megaterium menghasilkan
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zona hambat sebesar 2.37 mm dan isolate KP3 dengan spesies bakteri
Enterobacter gergoviae menghasilkan zona hambat sebesar 3.34 mm.

Rumput kebar (Biophytum petersianum Klotzsch), merupakan tumbuhan
asli dari Kecamatan Kebar, Kabupaten Manokwari, Provinsi Papua Barat, yang
umumnya tumbuh secara alami dan menyebar di hampir seluruh wilayah
Kecamatan Kebar (Santoso et all, 2007). Rumput kebar diketahui berpotensi
sebagai  antibakteri, hipoglikemik, imunomodulator, kemoprotektif,
hipokolesterolemik, apoptosis, antiinflamasi, antitumor dan biosintesis
prostaglandin (Natarajan et all., 2010).

Penelitian dari Lisangan (2015) yang meneliti tentang aktivitas
antiaflatoksin bl ekstrak daun rumput kebar (Biophytum petersianum) terhadap
Aspergillus flavus menunjukkan hasil bahwa ekstrak HEM (Heksana-Etil asetat-
Metanol) daun rumput kebar dapat menghambat pertumbuhan dan produksi AFB;
dari A. flavus BCC F0219 dan BIO 2236 baik pada media kaya karbohidrat, lemak
dan protein. oleh karena itu, ekstrak HEM daun rumput kebar berpotensi untuk
digunakan sebagai salah satu bahan alami untuk mengendalikan pertumbuhan
kapang A. flavus dan menghambat produksi aflatoksin (Lisangan et all, 2015).

Factor biotik dan abiotic mempengaruhi produksi metabolisme skunder
yang dihasilkan tiap isolat, dimana rumput kebar yang digunakan untuk isolasi
didapat dari dua tempat yang berbeda yakni Papua dan Jawa Timur dengan
keadaan komposisi tanah, kondisi cuaca dan iklim yang berbeda. Rumput kebar
mudah hidup dalam kondisi cuaca yang dingin seperti didaerah Malang Jawa

Timur, sehingga rumput kebar dari daerah Papua diduga memiliki senyawa
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metabolit skunder yang lebih berkualitas daripada rumput kebar dari papua karena
adanya cekaman yang mengakibatkan perbedaan sekresi senyawa metabolit oleh
rumput kebar. Semakin besar cekaman tanaman, maka semakin berkualitas
metabolit skunder yang disekresikan. Selama berada dalam tanaman bakteri
endofit mendapatkan asupan makanan dari tanaman. Bakteri endofit
memanipulasi tanaman dalam mengalihkan aliran nutrisi (misal hasil fotosintesis
seperti sukrosa, fruktosa dan glukosa) menuju tempat kolonisasi bakteri (Kim,
2011).

Menurut Strobel (2002), terbentuknya zona hambat juga dipengaruhi oleh
factor lingkungan dan bakteri uji yang berlebihan sehingga pengaruh metabolit
yang dihasilkan oleh bakteri endofit tidak signifikam terhadap pertumbuhan
bakteri uji. Perbedaan sensitivitas bakteri terhadap antibakteri dipengaruhi oleh
struktur dinding sel bakteri. Bakteri gram positif cenderung lebih sensitif terhadap
antibakteri, karena struktur dinding sel bakteri gram positif lebih sederhana
dibandingkan struktur dinding sel bakteri gram negatif sehingga memudahkan
senyawa antibakteri untuk masuk ke dalam sel bakteri gram positif (Kusmayati
dan Agustini, 2007).

Menurut Schulz et al (2006) menyebutkan selain terbentuknya zona
hambat, kompetisi dianggap sebagai faktor yang sangat penting, kompetisi zona
hambat terjadi ketika kedua organism berada pada tempat yang sama dan
menggunakan nutrisi yang sama.

Menurut Strobel dan Daisy (2003) terbentuknya zona hambat menandakan

bahwa bakteri endofit tersebut kemungkinan mengandung antibiotik. Antibiotik
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digolongkan sebagai metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit
dalam jalur metabolisme dan oleh enzim yang tidak diperlukan untuk
pertumbuhan dan pemeliharaan sel tumbuhan. Antibiotikmerupakan suatu
substansi yang dihasilkan oleh organisme hidup yang dalam konsentrasi rendah
dapat menghambat atau membunuh organisme lainnya.

Mekanisme kerja senyawa yang bersifat antibakteri ada beberapa cara,
yaitu penghambatan sintesis dinding sel yang menyebabkan kerusakan dinding
sel sehingga terjadi lisis, perubahan permeabilitas membran sel atau transpor aktif
melalui membran sel yang dapat menyebabkan kebocoran dan kematian sel,
penghambatan sintesis protein, dan penghambatan sintesis asam  nukleat
(Ramachandran dkk, 2004). Kemampuan tanin dalam menghambat pertumbuhan
bakteri menurut Robinson (1991) yaitu dengan cara mempresipitasi protein,
karena diduga tanin juga mempunyai efek yang sama dengan senyawa fenolik.
Efek antibiotic tanin antara lain melalui: reaksi dengan membrane sel, inaktivasi
enzim dan inaktivasi fungsi materi genetic.

Saponin adalah senyawa aktif yang menimbulkan busa jika dikocok dalam
air sehingga bersifat seperti sabun, memiliki molekul yang dapat melarutkan
lemak atau lipofilik sehingga dapat mengganggu permeabilitas membrane sel
bakteri, mengubah struktur dan fungsi membrane, dan akhirnya menyebabkan
membrane sel akan rusak dan akhirnya lisis (Arabski et al, 2012). Menurut
Robinson (1998), flavonoid merupakan senyawa fenol yang tersebar dalam

tumbuhan karena flavonoid mempunyai banyak fungsi, pada tumbuhan yang
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mengandung flavonoid berfungsi sebagai pengatur tumbuh, fotosintesis, kerja
antimikroba dan virus.

Harni dan Ibrahim (2011) menyebutkan mekanisme bakteri endofit dalam
menginduksi ketahanan adalah dengan mengkolonisasi jaringan dalam tanaman
sehingga menstimulasi tanaman untuk meningkatkan produksi senyawa metabolit
yang berperan dalam ketahanan tanaman, di antaranya enzim peroksidase,
peningkatan aktifitas kitinase, 3-1,3 glucanase, dan patogenesis related protein,
fitoaleksin. Enzim peroksidase dibutuhkan oleh tanaman untuk
menghasilkan senyawa-senyawa pertahanan tanaman seperti lignin, Kitin, dan
beberapa senyawa penyusun dinding sel.

Penelitian ini menunjukkan bahwa rumput kebar (Biophytum sp.) memiliki
potensi sebagai penghasil senyawa antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli

yaitu :

Gambar 4.5 Zona hambat hasil isolat terhadap bakteri
Escherichia coli
a. lsolat KP1, b. Isolat KP2, c. Isolat KP3 dan d. Isolat KJ1
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Antibiotik yang bisa digunakan dengan baik, adalah antibiotic yang
memiliki sifat toksisitas selektif setinggi mungkin. Sifat toksisitas selektif artinya
zat antiakteri tersebut harus toksik untuk bakteri tetapi tidak toksik untuk inang
(host). Bila ada zat antibakteri yang sangat toksik untuk bakteri tetapi
membahayakan untuk inang bukan kriteria antibakteri yang baik, bahkan
dianggap beracun. Karena dasar pengobatan terhadap suatu penyakit adalah usaha
untuk menyembuhkan penyakit tersebut tanpa mengakibatkan adanya bahaya
ataupun adanya efek samping yang merugikan pengguna suatu obat-obatan
(Budyanto dan Joni, 2012).

Adapun zona hambat yang dihasilkan oleh metabolit skunder bakteri

endofit terhadap bakteri Staphyllococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 4.6.

Gambar 4.6 Zona hambat hasil isolat terhadap bakteri
Staphylococcus aureus
b. Isolat KP1, b. Isolat KP2, c. Isolat KP3 dan d. Isolat KJ1
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Berdasarkan penelitian di atas, membuktikan bahwa rumput kebar baik
yang diambil dari Papua maupun Jawa Timur keduanya ditemukan adanya bakteri
endofit, dimana semua senyawa kimia yang dihasilkan bakteri endofit terbukti
mempunyai potensi sebagai antibakteri terhadap bakteri Eschericia coli dan
Staphylococcus aureus karena didalam rumput kebar yang digunakan sebagai
sampel terdapat senyawa alkaloid, flavonoid dan triterpenoid yang mampu
menghambat pertumbuhan dari bakteri Eschericia coli dan Staphylococcus
aureus.

Kekayaan alam yang telah Allah ciptakan yang seharusnya dapat
dimanfaatkan bagi kemashlahatan manusia, sebagaimana irman Allah dalam surat

Al-Hijr ayat 19-20:

. ,}/ /’// . e 5,9 ,2 w R . /,/f;’/ o o2 ¢ /-,:-,z/ cem e ,Z’J/
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Artinya: Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu

menurut ukuran. Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi
keperluan-keperluan hidup, dan (kami menciptakan pula) makhluk-
makhluk yang kamu sekali-kali bukan pemberi rezki kepadanya. (Q.S.
Al-Hijr: 19-20)

Ayat diatas menjelaskan bahwa semua kekayaan alam yang ada di bumi
diciptakan Allah untuk kemaslahatan hidup manusia. Karena sesungguhnya yang
ada di alam baik yang hidup maupun yang mati, yang kecil maupun yang besar
sudah pasti memiliki manfaat masing-masing dan telah dijelaskan bahwa di bumi

ini Allah telah menumbuhkan berbagai jenis tubuhan yang tidak terukur unsur-
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unsur yang tidak mengandung faedah. Semua tumbuhan mempunyai hikmah dan
maslahat walaupun itu tidak diketahui oleh banak manusia (As-Shiddieqy, 2000).

Salah satu tanaman yang memiliki manfaat untuk kemaslahatan manusia
yaitu rumput kebar (Biophytum sp). Dalam bidang kesehatan khususnya sebagai
antibakteri. Allah SWT telah menciptakan senyawa bioaktif melalui mikroba
endofit yang juga tumbuh bersama-sama dengan senyawa yang terkandung di
dalam jaringan tumbuhan. Sehingga senyawa metabolit sekunder bias bermanfaat
bagi kelangsungan hidup manusia dan makhluk ciptaan Allah lainnnya.

Kita sebagai manusia telah dianugerahi kekayaan alam dengan tanpa harus
membeli, hendaklah jangan merusak bahkan sampai memusnahkan tanpa rasa
tanggung jawab, tetapi sebaiknya harus dijaga dan dipelihraa agar tetap lestari.

Allah berfirman dalam surat Al-Qashash ayat 77:
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Artinya: Dan carilah pada apa yang telah dianugerahkan Allah kepadamu
(kebahagiaan) negeri akhirat, dan janganlah kamu melupakan
bahagianmu dari (kenikmatan) duniawi dan berbuat baiklah (kepada
orang lain) sebagaimana Allah telah berbuat baik, kepadamu, dan
janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan. (Q.S. Al-
Qashash ayat 77)

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah telah menciptakan dan
memerintahkan manusia untuk menjaga dan memanfaatkannya semua anugerah
yang telah diberikan pada manusia untuk berbuat baik tanpa harus melupakan dan

Allah juga memperingatkan untuk berbuat baik dan melarang melakukan
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kerusakan di muka bumi ini. Salah satu tindakan manusia yang menimbulkan
kerusakan sumber daya hayati adalah penggunaan tanaman sebagai bahan baku
obat secara besar-besaran. Pada dasarnya memang kekayaan alam ini untuk
manusia untuk diolah dan digarap untuk diambil manfaatnya, tetapi penggunaan
tanaman secara terus-terusan dan berlebihan dengan tidak diiringi pelestarian alam
amaka akan berdampak negative atau kepunahan alam.

Hasil penelitian ini diharapakan sudah dapat memberikan informasi atau
petunjuk sebagai alernatif baru dalam pemanfaatan sumber daya hayati tanpa
harus mengurangi populasi yang ada melainkan dengan cara ditemukannya bakteri
endofit dalam jaringan yang mempunyai fungsi yang sama dengan tumbuhan

aslinya.
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Artinya : Dia-lah, yang telah menurunkan air hujan dari langit untuk kamu,
sebahagiannya menjadi minuman dan sebahagiannya (menyuburkan)
tumbuh-tumbuhan, yang pada (tempat tumbuhnya) kamu
menggembalakan ternakmu. Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air
hujan itu tanam-tanaman; zaitun, korma, anggur dan segala macam
buah-buahan. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar ada
tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang memikirkan. (Q.S. An-Nahl :
10-11).

Dua ayat ini menjelaskan bahwa nikmat Allah yang paling inti bagi
kelangsungan hidup di muka bumi yaitu air hujan. Allah berfirman bahwa Allah-

lah yang menurunkan air hujan untuk kalian. Air inilah yang menjadi sumber
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kehidupan bagi makhluk hidup di bumi. Dari air hujan yang membasahi tanah dan
masuk ke dalamnya, tumbuh segala macam jenis tanaman dan pohon, yang
menghasilkan buah-buahan dan makanan untuk manusia dan binatang. Dari dua
ayat tadi terdapat dua pelajaran yang dapat diambil beberapa kesimpulan yaitu
bahwa air hujan adalah sumber kehidupan. Air menumbuhkan tanaman yang
menjadi makanan bagi manusia. Sebab makanan manusia terdiri dari dua hal;
tumbuh-tumbuhan atau dari daging hewan. Keduanya sangat tergantung pada air
yang turun dari langit. Kekeringan akan menyebabkan paceklik dan kekurangan
pangan dan juga bahwa manusia harus merenung dan memikirkan alam sehingga
ia bisa menyaksikan bahwa dibalik proses alamiah yang terjadi, ada tangan ghaib
Yang Maha berkuasa. Tumbuhnya tanaman dan buah-buahan bukan pekerjaan
petani. Semua itu diciptakan untuk manusia dan karena itu manusia harus
beramal untuk kerdihaan Allah.

Rumput kebar (Biophytum sp.) adalah salah satu ciptaan Allah SWT yang
sangat bermanfaat bagi kehidupan sehari-hari, diantaranya yaitu sebagai obat
sariawan, obat kumur, obat pencuci perut anak-anak, untuk kepentingan
reproduksi, untuk obat malaria dan lain sebagainya, sebagaimana telah disebutkan
dalam Q.S Al-Bagarah ayat 29 dan Q.S Abasa ayat 27-32 yang inti dari artinya
adalah setiap yang diciptakan Allah SWT di muka bumi ini adalah semata-mata
untuk kepentingan manusia, dimana semua ciptaannya tidak ada yang sia-sia yang
pasti ada manfaatnya entah itu berupa biji-bijian, sayur-sayuran, rumput-

rumputan, hewan-hewan ternak ataupun yang lainnya.
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Allah SWT menumbuhkan tanaman-tanaman maupun rumput-rumputan
tersebut mengguakan air hujan, dimana air hujan tersebut membawa berkah serta
menyuburkan semua ciptaannya yang ada di bumi yang salah satunya adalah
rumput kebar (Biophytum sp.). Hal ini sesuai dengan Q.S An-Nahl ayat 10-11
yang menyebutkan bahwa Allah lah yang telah menurunkan air hujan dari langit
untuk kamu, sebahagiannya menjadi minuman dan sebahagiannya (menyuburkan)
tumbuh-tumbuhan, yang pada (tempat tumbuhnya) kamu menggembalakan
ternakmu. Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman;
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang
memikirkan. Air inilah yang menjadi sumber kehidupan bagi makhluk hidup di
bumi. Dari air hujan yang membasahi tanah dan masuk ke dalamnya, tumbuh
segala macam jenis tanaman dan pohon, yang menghasilkan buah-buahan dan
makanan untuk manusia dan binatang.

Setiap tanaman mempunyai manfaat tertentu sesuai dengan kandungan
dari tanaman itu sendiri. Di dalam suatu tanaman terdapat makhluk hidup yang
disebut mikroba endofit, mikroba endofit merupakan mikroba yang hidup dalam
jaringan tanaman inangnya serta bersimbiosis dengan tanaman inangnya untuk
beberapa waktu. Q.S Al-Bagarah ayat 26 menyebutkan bahwa Allah SWT tak
segan membuat perumpamaan berupa nyamuk atau yang lebih rendah dari
nyamuk, bakteri sendiri memiliki kedudukan yang jaul lebih rendah dari pada

nyamuk, tetapi makhluk yang derajatnya lebih rendah dari pada nyamuk itupun
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memiliki manfaat yang sangat besar baik di kehidupan sehari-hari maupun dalam
bidang kesehatan/medis.

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang bersimbiosis dengan
tanaman inangnya serta menghasilkan senyawa dengan ukuran yang hampir sama
dengan tanaman inangya, dimana senyawa ini juga menguntungkan untuk
tanaman inangnya, hal ini sesuai dengan Q.S Al-Hijr ayat 19-20, dimana Allah
SWT telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-gunung dan
Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran. Dan Kami telah
menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan hidup, dan (kami menciptakan
pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali bukan pemberi rezki kepadanya.
Ayat diatas menerangkan bahwa semua yang diciptakan berdasarkan kadar/ukuran
yang sudah ditentukan, seperti halnya kandungan senyawa yang dihasilkan
rumput kebar hampir sama dengan yang dihasilkan tanaman inangnya.

Semua tanaman memang diciptakan untuk dimanfaatkan oleh manusia,
tetapi tidak dengan eksploitasi besar-besaran yang menimbulkan kerusakan
ekosistem, sama halnya dengan pemanfaatan rumput kebar (Biophytum sp.),
tanaman ini masih tergolong langkah sedangkan yang membutuhkan sangat
banyak, sehingga diperlukan pemberdayaan serta perlindungan agar tidak terjadi
kepunahan dan kerusakan karena hal itu juga termasuk perwujudan rasa syukur
terhadap nikmat yang telah diberikan oleh Allah SWT untuk seluruh manusia..
Jika penggunaan tanaman terus-terusan maka sumberdaya akan berkurang
sehingga proses isolasi bakteri endofit penghasil senyawa metabolit sekunder

sangatlah diperlukan demi kebaikan semua manusia.



79

Hal diatas sesuai dengan Q.S Al-Qashas ayat 77, dimana Allah SWT
berfirman bahwa telah menganugerahkan kepadamu (kebahagiaan) negeri akhirat,
dan janganlah kamu melupakan bahagianmu dari (kenikmatan) duniawi dan
berbuat baiklah (kepada orang lain) sebagaimana Allah telah berbuat baik,
kepadamu, dan janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan. Berdasarkan ayat
diatas hendaknya kita bisa bersyukur atas semua nikmat yang telah diberikan dan
salah satu cara yang tepat adalah dengan melestarikan sumberdaya yang sudah ada

dan memanfaatkannya dengan baik.



BAB V
PENUTUPAN

1.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dipeloreh kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Sebanyak 5 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dari rumput kebar
(Biophytum sp.) yaitu 3 isolat dari Papua dan 2 isolat dari Jawa Timur.
Sebanyak 5 isolat ditemukan 3 bakteri endofit yang berbeda yaitu
Bacillus megaterium, Staphylococcus saprophyticus dan Enterobacter
gergoviae.

Zona hambat yang terbentuk dari uji antibakteri ternadap bakteri uji
Eschericia coli didapat 5.08 mm untuk Bacillus megaterium, 4.08 mm
untuk Staphylococcus saprophyticus, 2.92 mm untuk Enterobacter
gergoviae dari Papua dan 3.45 mm dari jawa Timur. Zona hambat
terhadap bakteri uji Sthaphylococcus aureuss didapat 2.37 mm untuk
Bacillus megaterium, 2.1 mm untuk Staphylococcus saprophyticus,
3.34 mm untuk Enterobacter gergoviae dari Papua dan 3.49 mm dari

Jawa Timur.
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1.2 Saran

Berdasarkan hasil dari penelitian dapat dikemukakan beberapa saran

sebagai berikut:

1. Melakukan pengujian terhadap konsentrasi bakteri uji dan konsentrasi
metabolit bakteri endofit dari rumput kebar untuk mendapatkan hasil
yang maksimal dalam pengujian aktivitas antibakteri

2. Melakukan uji lanjutan terhadap metabolit bakteri dari rumput kebar
yang paling tepat sebagai penghasil senyawa antibakteri.

3. Melakukan uji fitokimia terhadap metabolit sekunder bakteri endofit

dari rumput kebar.
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Lampiran 1. Di

LAMPIRAN

agram Alir

[ Sterilisasi permukaan

Ditimbang rumput kebar 10 gr

Dicuci air mengalir (20 menit)
Direndam dengan alkohol 70% (2 menit)
Direndam dengan NaOCI 5% (5 menit)
Direndam alkohol 70% (30 detik)
Dibilas dengan akuades steril (2 kali)

o O O o0 O O

y

[ Isolasi bakteri endofit ]

o Rumput kebar dihaluskan dengan mortal (secara aseptis)

o Disaring dan masukkan ke dalam botol flakon yang berisi
akuades (perbandingan 1:10)

o Dibuat pengenceran sampai 107

o Disebarkan di pada media NA sebanyak 1 ml

A

| o Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

[ Pemurnian dan Identifikasi ]

o Bakteri dimurnikan berdasarkan cirri makroskopis dan
ditumbuhkan pada media NA

o Bakteri diidentifikasi berdasarkan pewarnaan Gram

o Dilakukan uji lanjut, untuk gram negatif dengan uji
Mikrobial dan gram positif dengan uji konvensional

o Data dibandinkan dengan table dan hasilnya dimasukkan
dalam program file microbact untuk identifikasi spesies

Fermentasi ]

o Isolat bekteri endofit ditumbuhkan dan dularutkan pada
media MHB hingga homogeny

o Dishaker selama 18 jam

o Disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 20
menit, suhu 4°C

Uji antibakteri ]

o Direndam paper disk pada supernatant selama 1 jam
o Diletakkan paper disk pada cawan petri yang sudah diolesi

A

I bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus

[ Pengamatan zona bening/hambat ]
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Lampiran 2. Flowchart Identifikasi
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Lampiran 3. Komposisi Media

1. Medium Nutrient Agar (NA)

v Beef ectract 30

v Bacto pepton 59

v Agar 15 gr

v Akuades 1000 ml
2. Medium Nutrient Broth (NB)

v' Beef extract 30

v Bacto pepton 5gr

v Akuades 1000 ml
3. Mueller-Hinton Agar (MHA)

v Beef extract 300 g

v/ Casamino acids 1759

v’ Starch 15¢g

v' Agar 17 g

v Akuades 1000 ml
4. Mueller-Hinton Broth (MHB)

v Beef extract 300¢g

v/ Casamino acids 1759

v’ Starch 15¢g

v" Akuades 1000 ml



Lampiran 4. Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit

1. Bakteri Endofit Rumput Kebar Papua

2. Bacillus megaterium
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3. Staphylococcus saprophyticus
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4. Enterobacter gergoviae
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2. Bakteri Endofit Rumput Kebar Jawa Timur

1. Enterobacter gergoviae
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Lampiran 5. Diameter Zona Hambat

Tabel 1. Diameter zona hambat/bening pada uji aktivitas metabolit bakteri endofit
terhadap bakteri Eschericia coli

Kode Zona hambat (dalam mm)
Spesies Eschericia coli
Isolat i
Panjang Keterangan
KP1 Bacillus megaterium 5.08 Sedang
KP2 Staphylococcus saprophyticus 4.086 Sedang
KP3 Enterobacter gergoviae 292 Lemah
KJ1 Enterobacter gergoviae 3.45 Lemah
Kontrol Positif 6.19 Kuat
Kontrol Negatif 0 Lemah

Tabel 2. Diameter zona hambat/bening pada uji aktivitas metabolit bakteri endofit

terhadap bakteri Staphylococcus aureus

Kode Zona hambat (dalam mm)

Spesies Staphylococcus aureus
Isolat '

Panjang Keterangan
KP1 Bacillus megaterium 2 37 Lemah
KP2 | Staphylococcus saprophyticus 21 Lemah
KP3 Enterobacter gergoviae 3.34 Lemah
KJ1 Enterobacter gergoviae 3.49 Lemah
Kontrol Positif 16.12 Kuat

Kontrol Negatif 0 Lemah
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Lampiran 6. Ayat-ayat Al-Qur’an

1. Q.S Al-Bagarah ayat 29

u,_,wc.wﬁw wnglgg;;;v,mu@ bvﬁ\_}\pgsv\]l}as

Artinya: Dia-lah Allah, yang menjadikan segala yang ada di bumi untuk kamu
dan Dia berkehendak (menciptakan) langit, lalu dijadikan-Nya tujuh
langit. dan Dia Maha mengetahui segala sesuatu. (Q.S Al-Bagarah : 29)

2. Q.S ‘Abasa ayat 27-32

Lo~ _=-

2 @L‘J"d"*“’) @W)L:rw @) Gad Ly (D) &> G L
@My)ﬁu_j -

Artinya: lalu Kami tumbuhkan biji-bijian di bumi itu, anggur dan sayur-sayuran,
zaitun dan kurma, kebun-kebun (yang) lebat, dan buah-buahan serta
rumput-rumputan, untuk kesenanganmu dan untuk binatang-binatang
ternakmu (Q.S ‘Abasa ayat 27-32)

Gt

13

5 6

fl{:

3. Q.S Al-Bagarah ayat 26

ca z z z
i cif: 3-8 F . 2. EL .. . 4573
. L wwﬂbwgﬁd‘ QMY&‘QJ

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

4. Q.S Al-Hijr ayat 19-20

PR

s 3 s &) d)))—" gw qu—‘ G a0 (s e LAy 30 (N

Artinya: Dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya
gunung-gunung dan Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu

menurut ukuran. Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi
keperluan-keperluan hidup, dan (kami menciptakan pula) makhluk-
makhluk yang kamu sekali-kali bukan pemberi rezki kepadanya. (Q.S.
Al-Hijr: 19-20)



5. Q.S Al-Qashas ayat 77
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Artinya: Dan carilah pada apa yang telah dianugerahkan Allah kepadamu
(kebahagiaan) negeri akhirat, dan janganlah kamu melupakan
bahagianmu dari (kenikmatan) duniawi dan berbuat baiklah (kepada
orang lain) sebagaimana Allah telah berbuat baik, kepadamu, dan
janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi. Sesungguhnya
Allah tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan. (Q.S. Al-
Qashash ayat 77)

6. Q.S An-Nahl ayat 10
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Artinya : Dia-lah, yang telah menurunkan air hujan dari langit untuk kamu,
sebahagiannya menjadi minuman dan sebahagiannya (menyuburkan)
tumbuh-tumbuhan, yang pada (tempat tumbuhnya) kamu
menggembalakan ternakmu. Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air
hujan itu tanam-tanaman; zaitun, korma, anggur dan segala macam
buah-buahan. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar ada
tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang memikirkan. (Q.S. An-Nahl :
10-11).
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Lampiran 7. Alat-alat Penelitian

Gambar 1. Laminar Air Flow

Gambar 3. Rotary Shacker Gambar 4. Sentrigugasi

Gambar 5. Autoklaf sterilisasi Gambar 6. Autoklaf Destruksi
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Gambar 7. Timbangan Analitik Gambar 8. Hot Plate

Gambar 9. Kulkas Media Gambar 10. Kulkas Bakteri

Gambar 11. Vortex
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Lampiran 8. Sample Rumput Kebar (Biophytum sp.)

Gambar 1. Rumput kebar dari Papua

Gambar 2. Rumput kebar dari Malang Jawa Timur



Lampiran 9. Tabel Hasil Identifkasi Bakteri Endofit

Tabel 1
Kode isolat

- KP1

Nama spesies : Bacillus megaterium

No. Uji Biokimia Hasil
1 | Spora +
2 | Oksidase +
3 | Motilitas +
4 Nitrat -
5 | Lysin -
6 | Ornithin -
7 | HS -
8 | Glukosa 1
9 Manitol +
10 | Xylosa i
11 | ONPG -
12 | Indole -
13 | Urease -
14 |V-P -
15 | Sitrat -
16 | TDA -
17 | Gelatin -
18 | Malonat -
19 | Inositol -
20 | Rhamnosa -
21 | Sukrosa +
22 | Lactosa -
23 | Arabinosa +
24 | Adonitol
25 | Raffinosa -
26 | Salicin -
27 | Arginin -
28 | Katalase +
29 | Koagulase -
30 | Novobiocin Resistance -
31 | Hemolisysin B

Keterangan :
+  :hasil uji positif td : tidak diuji

- hasil uji negatif
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Tabel 2
Kode isolat : KP2

Nama spesies : Staphylococcus saprophyticus

No. Uji Biokimia Hasil
1 | Spora -
2 | Oksidase -
3 Motilitas -
4 Nitrat -
5 | Lysin -
6 | Ornithin -
7 | H.S -
8 | Glukosa -
9 Manitol +
10 | Xylosa =
11 | ONPG -
12 | Indole -
13 | Urease -
14 |V-P +
15 | Sitrat td
16 | TDA -
17 | Gelatin td
18 | Malonat td
19 | Inositol -
20 | Rhamnosa -
21 | Sukrosa +
22 | Lactosa 1
23 | Arabinosa -
24 | Adonitol -
25 | Raffinosa -
26 | Salicin -
27 | Arginin -
28 | Katalase +
29 | Koagulase -
30 | Novobiocin Resistance +
31 | Hemolisysin B
Keterangan :
+  :hasil uji positif
- - hasil uji negatif
td : tidak diuji
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Tabel 3
Kode isolat : KP3

Nama spesies : Enterobacter gergoviae

No. Uji Biokimia Hasil
1 Spora -
2 Oksidase -
3 Motilitas -
4 Nitrat +
5 Lysin +
6 Ornithin +
7 H,S R
8 Glukosa -
9 Manitol -
10 Xylosa +
11 ONPG +
12 Indole -
13 Urease +
14 V-P +
15 Sitrat b
16 TDA -
17 Gelatin td
18 Malonat td
19 Inositol td
20 Rhamnosa td
21 Sukrosa td
22 Lactosa td
23 Arabinosa td
24 Adonitol td
25 Raffinosa td
26 Salicin td
27 Arginin td
28 Katalase td
29 Koagulase td
30 Novobiocin Resistance td
31 Hemolisysin td
Keterangan :

+  : hasil uji positif

td

- hasil uji negatif
: tidak diuji
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Tabel 4
Kode isolat : KJ1

Nama spesies : Enterobacter gergoviae

No. Uji Biokimia Hasil
1 Spora -
2 Oksidase -
3 Motilitas -
4 Nitrat +
5 Lysin +
6 Ornithin +
7 H,S R
8 Glukosa -
9 Manitol -
10 Xylosa +
11 ONPG +
12 Indole -
13 Urease +
14 V-P +
15 Sitrat b
16 TDA -
17 Gelatin td
18 Malonat td
19 Inositol td
20 Rhamnosa td
21 Sukrosa td
22 Lactosa td
23 Arabinosa td
24 Adonitol td
25 Raffinosa td
26 Salicin td
27 Arginin td
28 Katalase td
29 Koagulase td
30 Novobiocin Resistance td
31 Hemolisysin td
Keterangan :

+  : hasil uji positif

td

- hasil uji negatif
: tidak diuji
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