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ABSTRAK
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui jenis bakteri endofit yang terdapat di rimpang
temulawak (Curcuma xanthorhizza) serta kemampuan senyawa bioaktif yang dihasilkan mikroba endofit hasil
isolasi sebagai senyawa antimikroba.Penelitian Dilakukan dengan cara mengisolasi bakteri endofit dari rimpang
temulawak yang diperoleh dari Batu dan Purwodadi yang kemudian dilakukan identifikasi terhadap bakteri endofit
yang tumbuh pada media NA. Produksi metabolit skunder bakteri didapat dari fermentasi dan diuji aktifitasnya
terhadap bakteri P. aeruginosa dan S. epidermidis dengan menggunakan metode difusi agar (Kirby-Bauer).

Hasil penelitian menunjukan bahwa sebanyak 4 isolat bakteri endofit berhasil diisolasi dari rimpang
temulawak , yaitu spesies Actinomyces viscosus dan Pseudomonas stutzeri dari Batu, Actinomces viscosus dan
Bacillus brevis dari Purwodadi. Zona hambat terhadap bakteri uji P. aeruginosa didapat 3,3 mm untuk Actinomyces
viscosus dari Batu, 5,6 mm untuk Pseudomonas stutzeri, 5 mm untuk Actinomyces viscosus dari Purwodadi dan 4
mm untuk Bacillus brevis. Zona hambat terhadap bakteri uji S epidermidis didapat 3,7 mm untuk Actinomyces
viscosus dari Batu, 3,3 mm untuk Pseudomonas stutzeri, 1,7 mm untuk Actinomyces viscosus dari Purwodadi dan

4,7 mm untuk Bacillus brevis.

Kata Kunci: bakteri endofit, rimpang temulawak (Curcuma xanthorhizza), Pseudomonas aeruginosa,

Saphyllococcus epidermidis

PENDAHULUAN

Tanaman merupakan salah satu sumber daya
yang sangat penting dalam mempertahankan
kesehatan masyarakat. Badan Kesehatan Dunia
(WHO), 80% penduduk dunia masih
menggantungkan pada pengobatan tradisional,
termasuk penggunaan obat yang berasa dari
tanaman. Seperempat dari obat modern yang beredar
di dunia berasal dari bahan aktif yang diisolasi dan
dikembangkan dari tanaman (Radji, 2005).

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 perkembangan lebih
lanjut dapat dijadikan sebagai sumber penemuan obat
untuk berbagai macam penyakit (Prihatiningtias,
2005).

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.

Tan (2001) dalam Radji (2005)menjelaskan
bahwasannya tanaman tingkat tinggi dapat
mengandung  beberapamikroba  endofit  yang
menghasilkan metabolit sekunder. Bakteri endofit
dapat membentuk koloni dalam jaringan tanaman
tanpa membahayakan inangnya.

Penyakit luka bakar, endocarditis dan nanah
kebiruan diakibatkan oleh bakteri Pseudomonas
aeroginosa.Nikham (2006) Bakteri P. aeruginosa
gram negative berbentuk batang.Distribusinya luas di
seluruh dunia, habitat umumnya tanah.Penyebab
infeksi luka sehingga menimbulkan nanah hijau-biru
dan menyebabkan infeksi saluran  kencing,
endocarditis setelah operasi jantung, diare meningitis,
infeks mata dan septimialmunitas yang rendah
seperti penderita AIDS , pasien kritis dan pengguna
obat terlarang sangat mudah terserang oleh bakteri
Saphyllococcus epidemidis.Bakteri Staphyllococcus
epidermidis merupakan bakteri yang menyebabkan
pernanahan tapi lebih bersifat parasit daripada
patogen.Namun infeksi yang terjadi menyebabkan
subakut endocarditis penyebab dari infeksi hati dan
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penyebab dari infeks hati dan kardiovaskuler,
membrane perifer vaskuler, pembuluh intravena dan
saluran kemih.

Penelitian uji antimikroba Curcuma spp.
terhadap pertumbuhan Candida albicans,
Saphyllococcus aureus dan Escerichia coli yang
dilakukan oleh Adila (2013) menjelaskan bahwa
berdasarkan katagori daya hambat, temulawak lebih
sensitif dalam menghambat pertumbuhan  ketiga
mikroba uji dibandingkan dengan Curcuma lain
terutama pada bakteri Eschericia.coli.

Nur (2006) menyatakan temulawak sangat
sensitif teradap ketiga mikroba uji. Diduga ekstrak
segar rimpang temulawak memiliki  senyawa
antimikroba yang khas yaitu xhantoririzol yang tidak
dimiliki oleh rimpang Curcuma lainnya walaupun
hanya dalam jumlah yang sangat kecil. Hansel (1980)
senyawa xhantorrizol pada temulawak = 6 %
sedangkan pada kunyit > 3 %. Senyawa
xhanthorrizol merupakan senyawa aktif antimikroba
utama yang terdapat dalam rimpang temulawak.

Penelitian  tentang  mikroba  endofit
khususnya  bakteri  endofit  dari rimpang
temulawakbelum banyak dilakukan, oleh karena itu
diperlukan penelitian tentang isolasi dan identifikasi
bakteri endofit yang mempunyai kemampuan
penghasil senyawa antibakteri terhadap bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan  Staphylococcus
epidermidis. Antimikroba  hasil  penelitian  ini
diharapkan sangat membantu pasien yang terserang
penyakit dari bakteri Staphyllococcus epidermidis
dan Psedeumonas aeruginosa.

METODE PENELITIAN

Penelitian  ini  merupakan  penelitian
eksplorass dan eksperimen. Eksplorasi  dan
eksperimen dengan cara mengisolasi dan identifikasi
mikroba endofit dari rimpang tanaman Temulawak
(Curcuma xanthorizzha) yang diambil dari kebun
warga di daerah Batu dan Purwodadi, kemudian diuji
isolat mikroba endofit terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa dan Staphylococcus epidermidis yang
mempunyai kemampuan menghasilkan senyawa aktif
sebagai antibakteri.
Alat Penelitian

Alat alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah laminar air flow cabinet, autoklaf, cawan
petri, jarum ose, bunsen, kompor listrik, pengaduk
kaca, pinset, kertas saring, inkubator, alumunium fail,
mikroskop, cover glasss, gelas obyek, gelas ukur,
tabung reaksi, botol media, erlenmeyer, jangka
sorong, shaker inkubator, sentrifugasi, timbangan
analitik dan pisau.

Bahan Pendlitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian
digtaranya Rimpang  Temulawak (Curcuma
xanthorhizza) dan biakan murni bakteri Pseudomonas
aeruginosa dan bakteri Saphylococcus epedermidis,
media Nutrient Agar (NA), media Nutrient Broth
(NB), media Muller-Hinton Broth (MHB), media
Muller-Hinton Agar (MHA), agquades, alcohol 70%,
etanol 75% dan sodium hipoklorit (NaOCI) 5,3%,
larutan antifungi, kertas saring Whatman 0,22 pm,
kertas cakram, pewarnaan gram (larutan gentian
violet, larutan iodium, larutan safranin, alkohol 96%,
mikrobact, kapas, spirtus, tisu.
Proses | solas Bakteri Endofit

Rimpang temulawak di cuci air mengalir
selama 3 menit, di kupas bagian luarnya.Dipotong
dan ditimbang sebanyak 1 gram. Sampel direndam di
larutan etanol 75% sebanyak 10 ml selama 3 menit,
direndam larutan sodium hipoklorit (NaOCl) 5,3%
sebanyak 10 ml selama 3 menit, di rendam larutan
etanol 75% sebanyak 10 ml sdama 3 menit,
direndam di larutan antifungi sebanyak 10 ml selama
1 menit dibilas aquades selanjutnya dimasukkan
cawan petri steril. Sampel tersebut dimasukkan ke
daam media nutrient agar sebagai  kontrol
penelitian.Sampel yang lainnya dipotong longitudinal
didalam cawan petri dalam keadaan steril. Bagian
dalam potongan tersebut dimasukkan ke dalam
cawan petri berisi media nutrient agar kemudian
diinkubasi selama 24-48 jam Pada suhu 35°C
(Strobel, 2000).
Pemurnian Bakteri Endofit

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.

I dentifikasi Bakteri Endofit

Bakteri murni yang telah diisolas kemudian
dikarakterisas dan diidentifikasi yang dilakukan
secara biokimia yang mengacu pada Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology
(2005),karakterisasi yang dilakukan meliputi :

1. Pengamatan makr oskopik

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

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

b. Permukaan koloni (dilihat dari samping) :
rata, timbul-datar, melengkung, membukit,
serupa kawah.
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c. Tepi koloni (dilihat dari atas) : utuh,
berombak, berbelah, bergerigi, berbenang,
keriting.

d. Warna koloni : keputih-putihan, kelabu,
kekuning-kuningan atau hampir bening.

2. Pengamatan mikroskopik

Berdasarkan warna Gram, dilakukan uji biokimia
untuk identifikasi lanjut. Uji dengan Microbact
dilakukan terhadap bakteri berentuk gram negtaif
yang sebelumnya telah dilakukan tes oksidase
memakal oksidase strip (hasil positif memberikan
warna biru-ungu). Bakteri gram negatif berbentuk
batang dan oksidase positif, diuji dengan Microbact
12E dan 12B, sedangkan yang hasilnya menunjukkan
oksidase negative dengan Microbact 12E sgja. 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
Pembuatan Inokulum

Pembuatan inokulum ditentukan dengan
menggunakan perbandingan kekeruhan Mc Farland
0,5. Inokulum dibuat dengan menambahkan biakan
bakteri Saphyllococcus epidermidis dan
Pseudomonas aeruginosa yang berumur 24 jam
keddam 3 ml larutan NaCl 0,85% kemudian
suspense dibandingkan dengan kekeruhan larutan Mc
Farland 0,5. (Rosenblatt 1980).
Produksi Metabolit Skunder Bakteri Endofit

Koloni bakteri endofit diambil satu sengkelit
dan dipindahkan ke dalam 5 ml medium Muller-
Hinton Broth (MHB), Kemudian dilarutkan memakai
tube-stirrer sampai  mencapai  kekeruhan 0,5
McFarland. Suspense bakteri endofit dipindahkan
sebanyak 1 ml ke ddam 9 ml medium MHB pada
tabung reaksi, diinkubasi pada suhu 30°C
menggunakan shaker inkubator 130 rpm selama 16
jam dan 18 jam (fase akhir log tiap spesies). Setelah
selesai, masing-masing medium  pertumbuhan
disentrifugasi dengan kecepatan 2000g (3800 rpm)
pada suhu 4°C selama 20 menit. Supernatan diambil
menggunakan kertas saring Whatman 0,22 pm.
Pembuatan Bakteri Uji

Biakan murni bakteri diremgjakan pada
media agar padat dengan cara bakteri diambil 1 ose
ldu jaum ose yag mengandung bakteri
Saphyllococcus epidermidis dan Pseudomonas
aeruginosa digoreskan secara aseptis pada media
nutrien agar 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
daam media nutrient broth sampai mencapai
kekeruhan 0,5 McFarland.

Uji Antibakteri

Medium yang digunakan untuk uji aktifitas
antibakteri yaitu medium Mueller Hinton Agar.Uji
aktifitas antibakteri mikroba endofit terhadap bakteri
Saphyllococcus epidermidis dan Pseudomonas
aeruginosa dilakukan dengan metode uji Kirby-
Bayer menggunakan kertas cakram. Kertas cakram
dibuat dari kertas saring Whatman dengan cara
mengguntingnya dengan aat pembolong kertas
sehingga didapatkan kertas cakram dengan diameter
7 mm. Simarmata (2007) secara aseptik, kertas
cakam yang sudah disterilkan direndam dalam 50 pl
supernatan kultur bakteri endofit selama 30 menit.
Kertas cakram diambil dengan menggunakan pinset
steril dan diletakkan di atas medium uji aktifitas
antibakteri (medium  plaa  MHA).Kemudian
diinkubasi sekama 18-24 jam pada suhu 37°C.Setelah
masa inkubasi selesai, dilakukan pengamatan
terhadap zona jernih yang terbentuk dan diukur
diameternyaSampel yang mempunyai  potens
menghasilkan zat antibakteri dengan adanya zona
hambat zona jernih.

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

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)

Analisis Data

Data yang diperoleh dengan cara mengukur
diameter zona hambat yang terbentuk, pengumpulan
data dilaksanakan sebagai berikut: mengukur zona
hambat dengan menggunakan jangka sorong.
Diameter zona hambat adalah diameter yang tidak
ditumbuhi oleh bakteri di sekitar paper disk dikurangi
diameter paper disk.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Sampel yang digunakan sebagai sumber
isolat mikroba endofit berasal dari rimpang
temulawak yang diperoleh dari kebun warga di Batu
dan Purwodadi.Natrium hipoklorit dan etanol
berfungsi sebagai desinfektan yang berguna untuk
mensterilkan permukaan dari rimpang temulawak
secara kimialLarutan antifungi berfungs agar
rimpang temulawak yang ditempelkan di media
nutrient agar tidak ditumbuhi fungi.Tabel 1
menunjukkan hasil isolasi, dimana 2 isolat berasa
dari Batu dan 2 isolat berasal dari Purwodadi.

Tabel 1. Hasil Isolasi Bakteri Endofit dari
Temulawak

Daerah Jumlah Kode |solat
Sampel Bakteri
Batu 2 BT1

BT2
Purwodadi 2 PD1

PD2

Keterangan Tabel 1. BT=Rimpang dari Batu,
PD=Rimpang dari Purwodadi

Empat isolat bakteri endofit hasil dari
rimpang temulawak selanjutnya diidentifikasi
berdasarkan ciri-ciri makroskopis dan mikroskopis
sampal dengan tingkat spesies berdasarkan buku
kunci identifikasi Bergey’s (2005).Hasil identifikasi
secara makroskopis ditunjukkan oleh tabel 2.
Tabel 2 Ciri Makroskopis Hasil Isolasi
Keterangan Tabel 2 BT=Rimpang dari Batu,
PD=Rimpang dari Purwodadi
Identifikasi Bakteri Endofit Dari Rimpang
Temulawak

Pengamatan secara pewarnaan  Gram
menunjukkan bahwa bentuk isolat mikroba adalah
batang. Tabel 4.3 menujukkan bahwa isolat mikroba
endofit didominas oleh bakteri Gram positif
sebanyak 3 dan bakteri Gram negatif sebayak 1 isolat
dari seluruh isolat mikroba endofit. Gram negative
ditunjukkan dengan adanya koloni berwarna merah,
sedangkan gram positif ditunjukkan dengan koloni
berwarna ungu. Bakteri Gram positif mampu
mempertahankan zat warna utama dalam pewarnaan
Gram, vyaitu Gentian Violet, sehingga ampak
berwarna ungu saat pengamatan dikarenakan dinding
sel kelompok bakteri ini tersusun oleh sebagian besar
petidoglikan, yang mampu mengikat zat warna dan
tidak rusak saat dicuci dengan alcohol. Bakteri Gram
negative memiliki komposisi dinding sel yang
sebagian besar tersusun dari lapisan lipid, sehingga
pada saat pewarnaan kurang dapat mempertahankan
zat warna utama terutama saat dicuci dengan akohol

(lipid rusak saat dicuci dengan akohol), akibatnya
kelompok bakteri ini memberikan penampakan warna
merah (warna dari zat warna kedua, safranin) diakhir
perlakuan pewarnaan Gram.

Tabel 3. Hasil pengamatan bakteri berdasarkan
pewarnaan gram

Kodeisolat | Pewarnaan Gram | Bentuk

BT1 Positif Batang tunggal
BT2 Negatif Batang tunggal
PD1 Positif Batang tunggal
PD2 Positif Batang tunggal

Keterangan Tabel 3. BT=Rimpang dari Batu,
PD=Rimpang dari Purwodadi

Dari hasil pewarnaan Gram dapat diketahui
adanya gram positif dan gram negatif, kemudian
dilakukan uji lanjut untuk mengetahui jenis
spesiesnya.Dari 4 koloni bakteri endofit, ditemukan 3
gram positif dan 1 gram negative.Untuk gram
negative di uji dengan sumuran Mikrobact 12A
sedangkan  gram  positif  di uji  dengan
konvensional.Dari 4 koloni ditemukan 3 bakteri yang
berbeda yang dapat dilihat pada tabel 4.
Tabel 4. Hasl| Identifikasi bakteri endofit

Kode Isolat Nama Spesies
BT1 Actinomyces viscosus
BT2 Pseudomonas stutzeri
PD1 Actinomyces viscosus
PD Bacillus brevis

Keterangan Tabel 4. BT=Rimpang dari Batu,
PD=Rimpang dari Purwodadi
Isolat BT1 dan PD1 (Actinomyces viscosus)

Kode | Bentuk Permukaan Tepi Koloni | Warna
Isolat | Koloni Koloni Koloni
BT1 Bulat Tidak Rata Utuh Krem
BT2 Bulat Rata Bergerigi Putih
PD1 Bulat Tidak Rata Utuh Krem
PD2 Bulat Rata Utuh Putih

Isolate BT1 dan PD1, bakterinya berbentuk
batang, tidak mempunya spora. Fermentas
karbohidrat yang positif ditunjukkan dalam
fermentasi arabinose, fruktosa, glukosa, inositol,
maltose, raffinosa, salicin  dan sukrosaHasil
identifikass menunjukkan isolat BT1 dan PD1
merupakan spesies Actinomyces viscosus.

Bakteri  Actinomyces viscosus tumbuh
menyebar, pinggiran tidak rata, permukaan keriput,
berwarna putih, gram positif sel umumnya berbentuk
batang tunggal (monobacillus), diameter sal 0.5-1
pm, panjang sel 1-3 pum. Actinomyces berbentuk
batang, tidak bergerak, tidak dapat membentuk
endospore, respirasi secara fakultatif anaerob dengan
rentang suhu pertumbuhan 35-37°C. Spesiesini dapat
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memfermentasikan gula, tidak menghasilkan enzim
urease, menghasilkan enzim katalase, H2S positif,
sitrat positif dan methyl red positif (Komala, 2012).

Gambar 1 Isolat Bakteri Actinomyces viscosus pada
media nutrient agar a lsolat BT1, b.
Isolat PD1

Gambar 2 Foto mikroskopis bakteri Actinomyces
viscosus Isolat BT1 (400x)

Gambar 3 Foto mikroskopis bakteri Actinomyces
viscosus Isolat PD1 (400x)
Isolat BT2 (Pseudomonas stutzeri)

Isolat BT2 menunjukkan adanya bakteri
endofit yang selnya berbentuk batang, golongan gram
negatif, kemudian di uji dengan microbact GNB 12A
diperoleh hasil dapat mereduksi oksidase, dapat
bergerak, positif nitrat dan ONPG (Operations
Nuclear Planning Group). Hasil dari data base
microbact di proses dan diinput dengan program file
microbact bakteri dengan ciri-ciri tersebut tergolong
dalam genus Pseudomonas dan spesies Pseudomonas
stutzeri 68,70%.

Robert  (1989), bakteri Pseudomonas
merupakan bakteri yang bersifat gram negatif dan
berbentuk  basil.Bakteri Pseudomonas termasuk
golongan bakteri mesofil, bakteri tersebut dapat
tumbuh optimal pada kisaran 25-35°C dengan suhu
optimum 40°C.

Gambar 4. Bakteri Pseudomonas stutzeri
isolat BT2 pada media nutrient agar

Pseudomonas  stutzeri memiliki  sel
berbentuk lurus atau sedikit berlekuk.Bersifat motil
oleh satu atau beberapa flagella.Bersifat aerob, tipe
metabolisme respiasi menggunakan oksigen sebagai
akseptor electron dan termasuk bakteri gram
negative.Bakteri ini banyak ditemukan di tanah dan
juga sering menyerang ikan air tawar.Pseudomonas
stutzeri disebut juga sebagai dinitrifiers karena
bakteri ini mampu merubah nitrat menjadi gas
nitrogen.Pseudomonas stutzeri tidak bersifat patogen
pada manusia dan pada tanaman inangnya
(Hardhianto, 2010).

Gambar 5. Foto mikroskopis Bakteri Pseudomonas
stutzeri Isolat BT2 (400x)
Isolat PD2 (Bacillus brevis)

Identifikasi pada Isolat PD2 menunjukkan
adanya spora dimana bakteri ini  dapat
memfermentasikan gula-gula yaitu glukosa dan
maltose, dapat tumbuh pada suhu 25°C, 37°C, 40°C
dan 55°C dengan media spesifik nutrient broth
dimana bakteri ini bersifat motil yang sensitive
terhadap antibiotic penicillin, dapat mereduksi beta
hemolisa, katalase dan oksidase.

Bacillus brevis memiliki warna koloni krem,
tidak tembus cahaya, pinggiran terlihat rata, sifat
elevasi adalah cembung, permukaan mengkilap dan
berbentuk bulat atau tidak teratur dengan diameter
0,5-4,5 um (Dias, 2003).
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Gambar 6 Bakteri Bacillus brevis |solat PD2 pada
media nutrient agar
Y '

Gambar 7. Foto mikroskopis bakteri Bacillus brevis
isolat PD2 (1000x)

Uji Aktifitas Metabolit Skunder Bakteri Endofit
Dari Rimpang Temulawak Terhadap Bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Staphllococcs
epider midis

Pengamatan dilakukan setelah bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Staphyllococcus
epidermidis diinkubasi selam 24 jam pada suhu 35°C,
diameter zona hambat dari uji atifitas antibakteri
bakteri endofit dari rimpang temulawak terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa dan
Saphyllococcus epidermidis dapat dilihat pada 4.5.

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 2
6 mm respon hambatan pertumbuhan kuat.
Berdasarkan Tabel.5, 4 isolat yang diuji aktifitas
metabolit  skunder  bakteri  endofit  mampu
menghambat pertumbuhan bakteri  Pseudomonas
aeruginosa dan bakeri Staphyllococcus epidermidis.
Hal ini menunjukkakn bahwa mikroba endofit dari
rimpang temulawak baik dari Kota Batu maupun
Purwodadi 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 Pseudomonas
aeruginosa berdasarkan Tabel 5, didapatkan zona
hambat terbesar yaitu pada isolate BT2 dengan
spesies Pseudomonas stutzeri menghasilkan zona
hambat sebesar 5,6 mm. Zona hambat terkecil 3,3
mm pada isolate BT1 spesies Actinomyces viscosus.

Isolat PD2 spesies Basillus brevis menghasilkan zona
hambat 4 mm, isolat PD1 sebesar 5

mm. Uji aktifitas metabolit bakteri endofit
terhadap bakteri  Saphyllococcus  epidermidis
berdasarkan Tabel 5 didapatkan zona hambat terbesar
yaitu pada isolate PD2 spesies Basillus brevis zona
hambat sebesar 4,7 mm. Hasil zona hambat terkecil
1,7 mm pada isolate PD1 spesies Actinomyces
viscosus. Isolat BT1 spesies Actinomyces viscosus
sebesar 3,7 mm dan isolat BT2 spesies Pseudomonas
stutzeri sebesar 3,3 mm.

Aktifitas metabolit skunder isolat bakteri
endofit dari rimpang temulawak secara in vitro

menghambat  bakteri Pseudomonas aeruginosa
dengan kriteria sedang (5 mm) dan bakteri
Staphyloococcus epidermidis dengan kriteria lemah
(14,7 mm). Senyawa aktif pada isolat PD1 lebih
sensitive terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa.
Menurut Tortora (2001), aktifitas antibiotik yang
sensitif menghambat pertumbuhan bakteri  baik
golongan bakteri Gram Positif mauun Gram Negatif,
dikatakan mempunyai  spectrum yang luas.
Sebailiknya suatu antibiotic yang hanya efektif
terhadap golongan bakteri Gram tertentu dikatakan
antibiotic spectrum sempit, seperti golongan pinisilin
yang aktif pada bakteri Gram Positif. Golongan
streptomicyn  aktif menghambat pada golongan
bakteri gram negative sedangkan tetracyclin
mempunyai spectrum luas pada dua daerah bakteri
Gram
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Kod Zona hambat (dalam mm)
e Spesies Pseudomonas Saphyllococcus
Isola aeruginosa epidermidis
t Panjang | Keterangan | Panjan | Keterangan
g
BT1 | Actinomyces 3,3 Sedang 37 Sedang
ViSCosus
BT2 | Pseudomonas 5,6 Sedang 33 Sedang
stutzeri
PD1 | Actinomyces 50 Sedang 17 Lemah
ViSCosus
PD2 Basillus. 4,0 Sedang 47 Sedang
Brevis
Kontrol 135 Kuat 34 Kuat
Positif
Komtrol 0 Tidak 0 Tidak
Negatif Menghamb Menghamb
at at
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa dan
bakteri Staphyloococcus epidermidis menunjukkan
adanya zona hambat dengan kriteria
sedang.Actinomyces viscosus pada isolat PD1
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Positif dan Gram Negatif.semakin tinggi konsentrasi
suatu zat antibakteri semakin tinggi daya hambat
antibakterinya.

Tabel 5. Zona hambat pada uji aktifitas metabolit
skunder  mikroba endofit terhadap  bakteri
Pseudomonas aeruginosa dan Saphyllococcus
epidermidis

Keterangan: BT1=Isolat rimpang dari Batuy,
BT2=lIsolat rimpang dari Batu, PD2=Isolat rimpang
dari Purwodadi.

Factor biotik dan abiotic mempengaruhi
produksi metabolisme skunder yang dihasilkan tiap
isolat, dimana rimpang temulawak yang digunakan
untuk isolasi didapat dari dua tempat yang berbeda
yakni Batu dan Purwodadi dengan keadaan
komposisi tanah, kondis cuaca dan iklim yang
berbeda. Temulawak mudah hidup dalam kondisi
cuaca yang dingin seperti didaerah Batu, sehingga
rimpang temulawak dari daerah Purwodadi diduga
memiliki senyawa metabolit skunder khusus yang
lebih berkualitas daripada rimpang temulwak dari
Batu karena adanya cekaman yang mengakibatkan
perbedaan sekresi senyawa metabolit oleh rimpang
temulawak. 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
daam mengaihkan aliran nutrisi (misa hasil
fotosintesis seperti sukrosa, fruktosa dan glukosa)
menuju tempat kolonisasi bakteri (Kim, 2011). Zona
hambat yang dihasilkan oleh metabolit skunder
bakteri endofit terhadap bakteri Pseudomonas
aeruginosa dapat dilihat pada gambar 10.

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. Tabel
4.5 menunjukkan uji metabolit yang dihasilkan
bakteri endofit dari semua isolate rimpang temulawak
yang berasa dari kota Batu dan Purwodadi
mempunyai potensi dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aeruginosa dan bakeri
Staphyllococcus epidermidis, metabolit skunder yang
dihasilkan bakteri endofit kemungkinan
menghasilkan senyawa kimia seperti yang dihasilkan
tanaman temulawak. Menurut Aulmozi (2007)
tanaman temulawak menghasilkan senyawa alkaloid,
tanin dan flavonoid yang mampu digunakan sebagai
antibakteri.

Mekanisme kerja senyawa yang bersifat
antimikroba 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: reaks dengan membrane sel, inaktivasi
enzim dan inaktivasi fungsi materi genetic.

Saponin  adalah senyawa aktif yang
menimbulakn busa jika dikocok dalam air sehingga
bersifat seperti sabun, memiliki molekul yang dpat
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 mengandung flavonoid berfungs sebagai
pengatur tumbuh, fotosintesis, kerja antimikroba dan
virus.

Gambar 8. Zona hambat hasil isolat terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa
alsolat BT1, b. Isolat BT2, c. Isolat PD1 dan d.
Isolat PD2

Penelitian ini menunjukkakn bahwa rimpang
temulwak (Curcuma xanthorhizza) memiliki potensi
sebagal  penghasil senyawa antimikroba terhadap
bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Staphylococcus
epidermidis karena diduga didalam rimpang
temulawak yang digunakan sebagai sampel terdapat
senyawa xhantorrizol, dimana senyawa ini tidak
ditemui pada Curcuma lain. Hansel (1980) eksrak
segar temulawak memiliki senyawa antimikroba yang
khas yaitu xhanthorrizol yang tidak dimiliki oleh
rimpang Curcuma lainnya walaupun hanya dalam
jumlah yang sangat kecil. Senyawa xhanthorizol pada
temulawak = 6%.Hwang (2000) menyatakan aktifitas
antimikroba dari xhanthorrrizol mempunyai stabilitas
yang baik terhadap panas, yakni pada temperature
tnggi antara 60-121°C.Adapun zona hambat yang
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dihasilkan oleh metabolit skunder bakteri endofit
terhadap bakteri Staphyllococcus epidermidis dapat
dilihat pada gambar 9.

>./

Gambar 9 Zona Hambat hasil Isolat terhadap bakteri
Saphyllococcus epidermidis
alsolat BT1, b. Isolat BT2, c. Isolat PD1 dan d.
Isolat PD2

KESIMPULAN

Sebanyak 4 isolat bakteri endofit berhasil
diisolas dari rimpang temulawak (Curcuma
xanthorhizza, yakni spesies Actinomyces viscosus dan
Pseudomonas stutzeri dari  Batu, Actinomces
viscosus dan Bacillus brevis dari Purwodadi. Zona
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