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ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI ENDOFIT PENGHASIL ANTIBAKTERI DARI DAUN
TANAMAN BINAHONG (Anredera cordifolia (Ten.) Steenis)
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Abstract - Plants Binahong (Anredera cordifolia (Ten.) is known as a medicinal plant by the community.
Purpose of this study was to obtain endophytic bacteria producing antibacterial isolates from leaves
binahong and continued with the characterization and identification of isolates. Antibacterial activity was
determined using the paper disc assay method on the media NA is by using the supernatant of endophytic
bacteria isolates tested on pathogenic bacteria Escherichia coli ATCC 35216 and Staphylococcus aureus ATCC
29 523. Retrieved 9 bacterial isolates and 3 of them are isolates E5, E7, and E8 was selected as superior
isolates were able to inhibit the growth of test bacteria . Results identification of isolates using the matching
profile showed that isolates E5, E7, E8 respectively including members of the genus Staphylococcus,

Pseudomonas, and Bacillus.
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PENDAHULUAN

Bakteri endofit adalah bakteri yang
hidup di dalam jaringan tanaman dan
berkoloni pada daerah ruang interseluler
dan sistem vascular(Hallman et al.,
1997).Bakteri endofit dapat diisolasi dari
bagian akar, batang, dan daun (Barac etal,
2004).Hallman dan Berg (2006) menyatakan
bahwa 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.

Bakteri endofit dapat menghasilkan
senyawa bioaktif yang dapat dimanfaatkan
sebagai antibakteri, antifungi, antivirus,
antikanker, antidiabetes, antimalaria, dan
antiimunosupresif (Strobel et al., 2003).
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
akhimya akan mengakibatkan kepunahan
(Prihatiningtias, 2006).

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
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diperoleh mampu menghambat pertumbuhan
bakteri uji C. albicans dan B. subtilis.

Isolasi dan karakterisasi  bakteri
merupakan tahap awal dalam pengembangan
bakteri endofit penghasil senyawa antibakteri.
Isolasi tersebut dapat dilakukan dari tanaman
obat yang banyak digunakan di masyarakat
seperti tanaman obat binahong (Anredera
cordifolia (Ten.)). Darsana, (2012) melakukan
penelitian terhadap perasan daun binahong
(Anredera  cordifolia (Tenore) steenis) yang
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli secara in vitro.Bagian
tanaman binahong yang biasa digunakan
sebagai bahan obat oleh masyarakat adalah
daun. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui aktifitas antibakteri isolat
bakteri endofit yang diisolasi dari daun
Binahong (Anredera cordifolia (Ten.)) dan
melakukan karakterisasi dan identifikasi
isolat bakteri endofit unggul vyang
berpotensi sebagai antibakteri dengan
menggunakan metode profile matching.

METODE PENELITIAN
Isolasi dan Purifikasi Bakteri Endofitdari
Daun Binahong

Daun Binahong dicuci kemudian
berturut-turut direndam dalam alkohol 70%
selama 1 menit, larutan sodium hipoklorit
3% selama 4 menit dan dibilas dengan
akuades steril 5 kali,, Daun kemudian
dihancurkan dengan mortar steril. Sebanyak
1 gram daun vyang telah dimortar
diencerkan dengan akuades steril hingga
pengenceran 10" dan diinokulasikan dalam
medium NA dengan metode pour plate
secara aseptis dan diinkubasi selama 4-7
hari pada suhu 37°C (Zinniel et al. 2002).
Koloni berbeda yang tumbuh pada medium
NA dipurifikasi dengan metodestreak plate,
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C sampai didapat kultur murni.

Seleksi Isolat Bakteri Endofit Penghasil
Antibakteri dari Daun Binahong

Seleksi isolat bakteri endofit
penghasil antibakteri dilakukan dengan
menginokulasi isolat murni pada medium
NB. Kultur kemudian dirotasi dengan
kecepatan 80 rpm pada suhu 272C selama
24 - 48 jam. Sel dipisahkan dengan
sentrifugekultur dengan kecepatan 12000
rom selama 15 menit. Supernatan dan
pellet kemudian dipisahkan. Supernatan
digunakan untuk pengujian komponen
antibakteri yang menghambat pertumbuhan
bakteri patogen E. coli ATCC 35216 dan S.
aureus ATCC 29523.Uji antibakteri dilakukan
dengan teknik paper disc diffusion. Paper
disc steril yang berdiameter 5 mm direndam
selama 2 menit dalam supernatant, dan
selanjutnya disentuhkan pada tepi tabung
utuk menghilangkan ekses air. Paper disc
kemudian diletakkan pada medium yang
sebelumnya telah diinokulasikan dengan
bakteri E. coli dan S. aureus. Kultur
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama
48 jam.Keberadaan zona jernih di sekitar
paper disc menunjukkan adanya aktivitas
penghambatan oleh bakteri endofit.Isolat
yang membentuk zona jernih paling luas
dikarakterisasi lebih lanjut secara fenotipik
dengan metode Profile Matching.

Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri
Endofit Terpilih dari Daun Binahong
Karakterisasi fenotipik yang
diujikan pada penelitian ini meliputi
pengamatan makroskopis, mikroskopis,
biokimiawi dan fisiologis.Data  karakter
fenotipik isolat bakteri diberi skor, yaitu
positif (+) untuk unit karakter yang positif
dan negatif (-) untuk unit karakter yang
negatif. Selanjutnya dibuat kontruksi
dendogram  berdasarkan nilai  matrik
Similaritas. Perhitungan matriks similaritas
ditentukan dengan 2 cara vyaitu Simple
Matching Coefficient (Ss,) dan Jaccard
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HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
1.1. Hasil Isolasi Bakteri Endofit dari Daun
Binahong
Diperoleh 9 isolat bakteri endofit
dari daun binahong yaitu isolat E;, E,, E3, E4,
Es, Ee E7
morfologikoloni dan sel seperti disajikan

E8 dan E; dengan karakter

pada Tabel 1. Sebagian besar isolat bakteri
memiliki bentuk koloni irregular, elevasi
raised, tepi undulate dan berwarna putih
tulang. Bentuk sel isolat endofit cukup
beragam, tetapi empat isolat diantaranya
memiliki bentuk sama yaitu basil bendek.
Susunan sel isolat endofit tampak tunggal
dan berpasangan, semua isolat motil, 2
isolat menunjukkan reaksi Gram Negatif dan
7 di antaranya termasuk kelompok Gram
positif.

Tabel 1.Karakterisasi Morfologi Isolat Bakteri Endofit Penghasil Antibakteri dari Daun Binahong(Anredera

cordifolia(Ten) Steenis).

Kode Karakter morfologi isolate
isolat Bentuk Elevasi Tepian Warna Bentuk sel Susunan sel Gram Motilitas Endospora
E1l Irregular Raised Undulate Putih Kokus Tunggal Negatif Motil Negatif
tulang
E2 Irregular Raised Undulate Krem Basil Tunggal Positif Motil Positif
E3 Irregular Raised Undulate Putih Basil Berpasangan Positif Motil Negatif
tulang
E4 Irregular Raised Undulate Putih Oval Berpasangan Positif Motil Negatif
tulang
ES Circular Raised Entire Krem Oval Tunggal Positif Motil Negatif
E6 Irregular Convex Entire Krem Kokus Tunggal Positif Motil Negatif
E7 Circular Convex Entire Putih Basil Berpasangan Negatif Motil Negatif
tulang
E8 Irregular Raised Undulate Putih Basil Berpasangan Positif Motil Positif
tulang
E9 Irregular Raised Undulate Krem Basil Tunggal Positif Motil Negatif
1.2. Hasil Seleksi Isolat Bakteri Endofit menghambat pertumbuhan bakteri uji E.coli
Penghasil Antibakteri dari Daun ATCC 35218 dan S. aureus ATCC
Binahong 2952.Indikasi adanya hambatan ditunjukkan
Supernatan dari 9 isolat bakteri dengan pembentukan zona jernih disekitar
endofit  diuji kemampuannya dalam paperdisc
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Tabel 2. Seleksi Bakteri Endofit Penghasil Antibakteri dari Daun Binahong (A. cordifolia(Ten)

Kode Diameter zona hambat (mm)
Isolat E. coli ATCC 35218 S. aureus ATCC 29523

E; - 9,5

E; - 9,5

E; 7,5 -

E, - 7

Es - 10

Es - 7,5

E; 12 -

Es 10,5 9

Es 9 9,5
Tabel 2 menunjukkan bahwa sembilan isolat E.coli ATCC 35218. S. aureus ATCC 2952 dan
yang mampu menghasilkan antibakteri kedua jenis bakteri uji.
memiliki diameter zona hambat berkisar 1.3. Hasil Karakterisasi dan Identifikasi Tiga
antara 7,5 mm sampai 12 mm. Selanjutnya Isolat Bakteri Endofit Terpilih dari
dipilih tiga isolat yang menunjukkan Daun Binahong
aktivitas penghambatan lebih besar dari 9 Hasil uji karakter fenotipik yang
mm, vyaitu Es, E; dan Eg yang secara meliputi uji biokimiawi, fisiologis, pengamatan
berturut-turut masing - masing makroskopis, mikroskopis dari 3 isolat
menunjukkan  aktivitas = penghambatan bakteri terpilih selanjutnya disusun dalam
terbesar pada pertumbuhan bakteri uji matriksnxt dan ditampilkan dalam tabel 3

Tabel 3. Hasil Uji Karakter Fenotipik dan Matriks n x t Isolat Bakteri Endofit Terpilih dari Daun Binahong
(Anredera cordifolia (Ten) Steenis) Penghasil Antibakteri

Karakter Karakter fenotipik Matriks n x t

E5 E7 Ea ES E7 ES
Morfologi koloni :
Bentuk koloni Circular Circular Irregular + + -
Warna koloni Krem Putih Tulang Putih Tulang - + +
Tepi koloni Entire Entire Undulate + + -
Elevasi Raised Convex Raised + - +
Permukaan Mengkilat Mengkilat Mengkilat + + +
Struktur dalam Opaque Opaque Transparan + + -
Morfologi Sel:
Bentuk sel Kokus Basil Basil pendek - + +
Susunan sel Tunggal Berpasangan Berpasangan - + +
Sifat Gram + - + + -
Motilitas + + + + +
Endospora - - + - -
Biokimiawi:
Katalase + + + + +
Oksidase - + + - +
Hidrolisis Pati - - + - -
Hidrolisis Sitrat + + - + + -
Penghasil asam
dari:
Glukosa + - - + - -
Laktosa + - - + - -
Maltosa + - - + - -
Sukrosa + - - + - -
Mannitol + - -

Penghasil Gas dari:

Glukosa + - - + - -
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Laktosa + -
Maltosa + -
Sukrosa + -
Mannitol + -
Fisiologis:

Suhu 5°C + +
Suhu 37°C + +
Suhu 50°C + +
pH 4 + +
pH7 + +
pH 10 + +
Kebutuhan 02 Fakultatif Aerob

anaerob

NaCl 5% + +
NaCl 6,5 % + +
NaCl 10 % + +
NaCl 18 % + +

- + - -
- + - -
- + - -
- + - -
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +

Fakultatif + - +

Anaerob
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +

Pada tabel 4 tampak bahwa E; dan
55,6%,
sedangkan untuk Es dan Eg memiliki nilai

E; memiliki nilai similaritas
similaritas sebesar 44,4% serta pada E; dan
Es menunjukkan nilai similaritas sebesar
72,2%. Nilai similaritas tersebut kemudian
dibuat kontruksi dendogram menggunakan
algaritma Average Lingkage (UPGMA) pada
Gambar 1 (a). Isolat Eg dan E; memiliki nilai
similaritas sebesar 72,2%. Ketiga isolat
bergabung di similaritas 50%.Nilai similaritas

Jaccard  Coefficien (S) dan  konstruksi
dendogram menunjukkan bahwa nilai isolat
E; dan Eg bergabung dengan di similaritas
63%, dan ketiga isolat bergabung pada nilai
similaritas 48%. Berdasarkan nilai similaritas
tersebut kemudian dibuat kontruksi dendogram
menggunakan alogaritma Average Lingkage
(UPGMA). Dendogram yang ditunjukkan pada
Gambar 1(b) menunjukkan bahwa isolat E; dan Eg
memiliki similaritas yang lebih dekat dibandingkan
dengan E;s yaitu 65%.

Tabel 4. Matriks Similaritas (Ssm) dan Jaccard Coefficient (Jc) Antar Isolat Bakteri Endofit dari Daun Binahong

Berdasarkan Uji Fenotipiknya terhadap 36 Karakter

Isolat Ssm Jc
Es E; Eg Es E; Eg
ES 100 100
E7 55,6 100 52,9 100
E8 44,4 72,2 100 44,4 63 100
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Smple Waloning Ceeaert

Percentage similarity (%)

(a)

Jaceards Coaficert

Percentage similarity( %)

(b)

Gambar 1. Dendogram Hubungan Antara Spesies Isolat Bakteri Endofit Terpilih Berdasarkan Indeks Similaritas

Menggunakan Cara (a)Sgydan (b)S,

Berdasarkan konsep taksospesies,
strain mikroba dikelompokkan menjadi satu
spesies apabila memiliki indeks similaritas
>70%. Isolat E; dan Eg diduga merupakan 1
spesies yang sama dengan perhitungan
indeks similaritas menggunakan metode
Simple  Matching  72,2%. sementara
berdasarkan perhitungan indeks similaritas
menggunakan metode Jaccard’s indeks
similaritas E; dan Eg sebesar 63% sehingga
bukan 1 spesies yang sama. Pebedaan nilai
similaritas tersebut disebabkan perbedaan
nilai indeks similaritas kedua metode
tersebut didasarkan pada penggunaan
karakter negatif (-) pada perhitungan Simple
Matchingakan tetapi pada perhitungan
Jaccard’s Coefficient karakter double negatif
ditiadakan.

Isolat  bakteri  endofit yang
berpotensi sebagai penghasil antimikrobia
selanjutnya  diidentifikasi ~ berdasarkan
karakter fenotipiknya dengan metode
Profile Matching dengan menggunakan
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.
Ketiga isolat tersebut memiliki karakter
pembeda diantaranya vyaitu isolat Es
tergolong pada genus Staphylococcus
karena memiliki bentuk sel kokus dan
susunan sel tunggal. Isolat E; tergolong
Pseudomonas karena bersifat Gram negatif
dan termasuk bakteri aerob, serta isolat Eg
tergolong  Bacillus  karena memiliki
endospora.

Tabel 5. Identifikasi Tingkat Genus (Generic Assigment) Isolat Terpilih dengan Metode Profile Matching

Karakter Staphylococcus Es Pseudomonas E, Bacillus Eg

Kunci

Susuan Sel Tunggal Tunggal  tunggal/ berpasangan  tunggal/ber berpasangan

berpasangan pasangan

Bentuk sel Coccus Coccus Basil basil Basil basil pendek

Sifat Gram + + - - + +

Motilitas NA NA Motil + Motil +

Endospora - - NA NA + +

Katalase + + NA NA NA NA

Oksidase - - NA NA + +

Hidrolisis Pati NA NA - - NA NA

Hidrolisis Sitrat NA NA + + +/- -

Kebutuhan 02 Fakultatif fakultatif Aerob Aerob aerob/fakultatif fakultatif
anaerob anaerob anaerob anaerob

Pertumbuhan NA NA NA NA +/- +

pada suhu

50°C

NA(Not Applicable)

&
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SIMPULAN, SARAN, DAN REKOMENDASI
Isolat endofit unggul Es, E; dan Eg
yang menunjukkan efek hambatan tinggi
terhadap bakteri uji diidentifikasi sebagai
anggota Staphylococcus, Pseudomonas,

Bacillus.Selanjutnya, perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui
kandungan senyawa aktif yang dihasilkan
sebagia antibakteri dari bakteri endofit yang
telah diperoleh.
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TANYA JAWAB

Penanya : Utami Sri Hastuti

Pertanyaan

a. Metode paper disc diffusion bagaimana
caranya?

b. Morfologi koloni yang mengacu pada ukuran,
bagaimana cara mengetahui bentuknya?

Jawab :

a. Cara kerja uji antibakteri  dengan
menggunakan paper disc diffusion yaitu
dengan menggunakan kertas cakram yang
dicelupkan kedalam cairan supernatant yang
dikeringanginkan kemudian ditanam di
media NA (NutrienAgar) dan diinkubasi
selama 24-48 jam dengan suhu 27 2.

b. Morfologi koloni yang berkaitan dengan
ukuran berpacu pada gambar colony bakteri.

Saran : Pada saat melakukan metode paper disc
diffusion diukur konsentrasi cairan
supernatannya.
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