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ABSTRAK

Infeksi merupakan kondisi yang sering terjadi pada manusia karena penyebarannya yang sangat cepat dan luas.
Agen-agen yang menyebabkan infeksi dapat berupa hewan, bakteri, virus atau jamur. Bakteri yang dapat
menyebabkan infeksi pada mulut salah satunya ialah Staphylococcus aureus. Tanaman daun sirih (Piper betle
L.) bisa dijadikan salah satu alternatif dalam pengembangan senyawa antibakteri, perolehan senyawa bioaktif
dapat dimaksimalkan dengan pemanfaatan bakteri endofit dalam daun sirih. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi, identifikasi dan uji aktifitas dari ekstrak metabolit sekunder. Metode yang digunakan adalah
eksperimental laboratorium yang meliputi uji aktivitas dengan menggunakan metode mikrodilusi dan gores.
Hasil isolasi yang dilakukan di dapat 3 bakteri yang diduga merupakan genus Brevibacterium untuk isolat ID 2
dan ID 7 sedangkan Rarobacter untuk isolat ID 1. Hasil uji aktivitas terhadap Staphylococcus aureus yang
dilakukan dengan menggunakan metode mikrodilusi menghasilkan nilai KHM 1024 ppm untuk isolat ID 1, ID 2
dan nilai KHM 16384 untuk isolat ID 7.

Kata kunci : Bakteri endofit, S.aureus, daun sirih.

ABSTRACT

Infection is a condition that often occurs in humans since it spreads very fast and wide. Agents that cause the
infection can be animals, bacteria, viruses or fungi. Piper betle L. can be used as an alternative in the
development of antibacterial compounds, acquisition of bioactive compounds can be maximized by the use of
endophytic bacteria in betel leaves. This study aims to isolate, identify and test the activity of the extract of
secondary metabolites. The method used is an experimental laboratory that includes the activity test by using
microdilution and scratch. Results can do in isolation 3 a suspected bacterial genus Brevibacterium to isolate
ID 2 and ID 7 while Rarobacter to isolate ID 1. The test results of activity against S. aureus made using
microdilution method produces MIC 1024 to isolate ID 1, ID 2 and MIC 16384 to isolate ID7 .
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PENDAHULUAN

Infeksi pada manusia merupakan kondisi yang sering terjadi dan penyebarannya cukup luas.
Penyakit infeksi bisa menyebabkan penularan, karena dapat berpindah dari satu individu ke individu
lain, baik melalui kontak langsung maupun tidak. Agen-agen yang menyebabkan infeksi dapat berupa
hewan, bakteri, virus atau jamur (Berrios-Torres et al., 2017).

Bakteri yang dapat menyebabkan infeksi salah satunya ialah Staphylococcus aureus.
Beberapa di antaranya tergolong flora normal dalam kulit, faring, selaput mukosa manusia dan sering
menyebabkan abses, pembentukan biofilm pada gigi dan berbagai infeksi lainnya (McCormack et al.,
2015). Hasil penelitian mengenai terjadinya infeksi pada mulut, terdapat 334 spesies yang telah
diisolasi dan S.aureus merupakan spesies paling banyak yaitu 4,64%.

Obat yang digunakan untuk mengobati infeksi yang disebabkan oleh bakteri S. aureus adalah
penisilin G untuk infeksi yang ringan. Penderita yang alergi terhadap penisilin, dapat diberikan
sefalosporin, eritromisin, linkomisin, atau klindamisin (Teow et al., 2016).

Penggunaan tanaman daun sirih ialah salah satu alternatif yang bisa digunakan, karena
berdasarkan bukti empiris dari masyarakat bahwa daun sirih bisa untuk pengobatan sakit dan
perawatan gigi. Tanaman daun sirih (Piper betle L.) bisa dijadikan salah satu alternatif dalam
pengembangan senyawa antibakteri, perolehan senyawa bioaktif dapat dimaksimalkan dengan
pemanfaatan bakteri endofit dari daun sirih. Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam
jaringan tanaman pada daun, batang dan akar selama periode tertentu dari siklus hidupnya. Bakteri
endofit dapat membentuk koloni dalam jaringan tanaman tanpa membahayakan inangnya (Muhsinin
et al., 2016).

Berdasarkan penelitian sebelumnya terhadap ekstrak daun sirih pada konsentrasi 625 ppm
memiliki aktifitas sebagai antibakteri terhadap S.aureus dengan 14,67 mm (Hoque et al., 2011).
Senyawa antibakteri pada daun sirih adalah fenol (kavikol) yang berperan sebagai toksin dalam
protoplasma bakteri, merusak dan menembus dinding serta mengendapkan protein sel bakteri.
Pemanfaatan mikroba endofit merupakan teknik pendekatan bioteknologi dalam mengisolasi senyawa
aktif. Penelitian lain mengenai mikroba endofit salah satunya ialah isolasi mikroba endofit dari cabai
katokon dan juga daun kemangi sebagai antimikroba. Isolasi mikroba endofit memiliki beberapa
kelebihan antara lain, lebih cepat menghasilkan dengan mutu yang seragam, dapat diproduksi dalam
skala besar dan kemungkinan diperoleh komponen bioaktif baru dengan memberikan kondisi yang
berbeda (Verma et al., 2018). Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk
menguji aktifitas bakteri endofit dari daun sirih (Piper betle L.) tersebut terhadap S.aureus.

METODE PENELITIAN

Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode eksperimental
laboratorium, meliputi isolasi bakteri endofit dan uji aktivitas anti bakteri dari hasil fermentasi bakteri
endofit. Penelitian ini dilakukan dengan beberapa tahap dimulai dengan persiapan bahan dan
determinasi, isolasi bakteri endofit (Powthong et al., 2009), skrining bakteri endofit penghasil
antibakteri (Fokkema et al., 1959), identifikasi secara morfologi dan biokimia (Pattuju, 2014),
fermentasi bakteri endofit (Almeida et al., 2012), pembuatan kurva baku pertumbuhan (Almeida et
al., 2012), pemeriksaan golongan senyawa hasil fermentasi (pemeriksaan fenol, pemeriksaan
flavonoid, pemeriksaan sterol, pemeriksaan fenol), uji aktivitas antimikroba (pembuatan media,
pembuatan suspensi mikroba dan pengujian aktivitas antimikroba dengan mikrodilusi dan difusi
(NCCLS, 2003).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi bakteri endofit yang digunakan adalah metode spread plate karena hasil pertumbuhan
bakteri endofit yang didapat bisa lebih baik. Tahapan yang dilakukan yaitu dengan cara menghaluskan
sampel daun sirih terlebuh dahulu lalu disebar di atas permukaan media yang sudah memadat.

Skrining Bakteri Endofit

Skrining bakteri endofit pengasil antibakteri dilakukan untuk memilih dan memastikan isolat bakteri
yang menghasilkan antibakteri untuk dapat dilanjutkan ke prosedur selanjutnya. Ketujuh isolat bakteri
yang berhasil dimurnikan diberi nama isolat, kemudian dilakukan skrining antibakteri dengan
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menggunakan bakteri S. aureus. Hasil yang didapatkan pada saat melakukan skrining menunjukkan
adanya aktivitas penghambatan terhadap bakteri uji S. aureus, hal ini ditandai dengan terbentuknya
zona bening. Isolat yang menunjukkan adanya aktivitas adalah ID 1(A), ID 2(B) dan ID 7 (C) yang
kemudian dilanjutkan ketahapan identifikasi (Gambar 1 dan tabel 1).

C
Gambar 1 Hasil pewarnaan Gram isolat ID 1(A), ID 2(B) dan ID 7(C) perbesaran 1000x.

Tabel 1 Data Hasil Uji Biokimia isolat bakteri ID1, ID2 dan I1D7.

No | Uji Biokimia Hasil Uji Masing-Masing Isolat

ID1 1D2 ID7 Brevibacterium Rarobac
1 Motilitas + - - - +
2 Indol _ _ _ _
3 Sitrat _ _ _
5 Voges-Proskauer + _ _
5 Hidrolisis Kasein + + + + +
6 Hidrolisis Pati + + + +
7 Katalase + + + + +
8 Metyl Red _ _ _
9 Fermentasi Laktosa + (gas) + (gas) + (gas)
10 | Fermentasi Dextrosa + (asam) | + (asam) + (asam) +

dan (gas)

11 | Fermentasi Sukrosa _ _ _ _ _
12 | Hidrolisis Gelatin + + + + +
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Fermentasi dan Pembuatan Kurva Pertumbuhan Bakteri

Fermentasi dilakukan untuk memperoleh metabolit sekunder dari bakteri endofit ID 1, ID 2
dan ID 7. Metabolit sekunder akan terbentuk selama fase stasioner dan pada akhir tahap stasioner ini
proses fermentasi harus dihentikan (Mufidah et al., 2013). Fase stasioner diketahui dengan pembuatan
kurva pertumbuhan bakteri, yaitu melalui pengukuran absorbansi menggunakan Spektrofotometri UV
pada panjang gelombang 530 nm (Elita et al., 2013). Proses fermentasi dan pembuatan kurva
pertumbuhan dimulai dengan pembuatan starter yang bertujuan untuk mempercepat fase lag,
kemudian fermentasi dilanjutkan untuk memperoleh fase logaritma dan fase stasioner (Mufidah et al.,
2013). Media fermentasi yang digunakan yaitu NB (Nutrient Broth). NB merupakan medium yang
berbentuk cair dengan bahan dasar beef extract dan pepton. Penggunaan NB sebagai media fermentasi
dikarenakan pada proses ini membutuhkan media cair. Media cair harus di shaker agar komposisi
nutrisi tetap seimbang selama proses fermentasi. Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri dan proses
fermentasi dilakukan secara bersamaan.

Kurva Pertumbuhan Bakteri Endofit
( Absorbansiterhadap Waktu )
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Gambar 2 Kurva Pertumbuhan Bakteri
Ket: sumbu x adalah waktu dan y adalah jumlah bakteri

Berdasarkan hasil pengamatan (gambar 2), fase eksponensial dimulai dari jam ke-2 dan berakhir di
jam ke-16. Fase stasioner terjadi pada jam ke-16 sampai jam ke-18. Hal ini ditunjukkan dengan
kesetimbangan yang dibuktikan melalui absorbansi bakteri pada jam tersebut memberikan hasil yang
konstan.

Skrining Metabolit Hasil Fermentasi

Skrining metabolit hasil fermentasi dilakukan untuk memastikan senyawa yang aktif sebagai
antibakteri. Skrining yang dilakukan meliputi uji Terpenoid/ Steroid, uji Alkaloid, uji Fenol, uji
Saponin, uji Flavonoid, uji Quinon, uji Tanin. Hasil pengujian yang dilakukan pada filtrat hasil
fermentasi menunjukkan positif mengandung fenol dan saponin, Sementara pengujian
terpenoid/steroid, alkaloid, tanin, quinon, flavonoid menunjukan hasil negatif, hal ini diduga
kandungan senyawa-senyawa tersebut sangat rendah sehingga tidak terdeteksi saat dilakukan
pengujian. Uji fenol dilakukan dengan cara menambahkan larutan besi (1) klorida. Ketika suatu
fenol ditambahkan larutan besi (111) klorida maka akan menghasilkan perubahan warna menjadi biru-
hitam (Fitriyah et al., 2013). Senyawa yang diduga memiliki aktifitas antibakteri ialah fenol.
Mekanisme yang diduga yaitu dengan cara merusak dan menembus dinding serta mengendapkan
protein sel bakteri, sehingga menyebabkan kematian sel.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode mikrodilusi. Metode
mikrodilusi dapat digunakan untuk menentukan KHM dan KBM. Konsentrasi Hambat
minimum (KHM) vyaitu konsentrasi terkecil agen antimikroba yang dibutuhkan untuk
menghambat pertumbuhan mikroba (Mahon et al., 1995). Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
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didefinisikan sebagai konsentrasi terendah yang mampu membunuh seluruh pertumbuhan
bakteri dan ditetapkan pada konsentrasi yang memberikan zona jernih tanpa pertumbuhan
mikroba pada media Agar dengan pengamatan secara visual (Efendi & Hertiani, 2013).

Hasil pengujian mikrodilusi tersebut dapat dilihat kontrol negatif (kolom pertama) yang hanya
berisi media, menunjukkan hasil berupa warna larutan tidak berubah, yang tetap seperti sebelumnya,
yang artinya tidak ada pertumbuhan mikroba. Prosedur yang dilakukan pada saat pengujian dapat
dikatakan aseptik dan mampu memberikan hasil uji yang benar. Hasil pengujian ID 1 dan ID 2 dapat
dilihat bahwa sumur-sumur pada kolom ke 12 larutan menjadi bening, yang artinya pada konsentrasi
1024 ppm dengan larutan induk 2048 ekstrak fermentasi bakteri endofit dapat menghambat
pertumbuhan bakteri S.aureus, namun aktivitas sangat lemah. Bakteri endofit untuk ID 7 ekstrak
fermentasi bakteri endofit dapat menghambat pertumbuhan bakteri S.aureus pada konsentrasi 16384
ppm dengan larutan induk 32768 ppm, namun dengan aktivitas yang sangat lemah juga.

Hasil uji mikrodilusi yang telah dilakukan menunjukkan bakteri S.aureus dapat tumbuh
kembali setelah ditanam pada media agar dengan konsentrasi 1024 ppm, 1536 ppm, 2184 ppm, 3456
ppm untuk ID 1 dan ID 2. Konsentrasi yang diunakan untuk ID 7 ialah 16384 ppm, 21840 ppm,
32768 ppm. Pertumbuhan terjadi dimulai dari 1024 ppm untuk ID 1, ID2 dan untuk ID 7
pertumbuhan terjadi pada konsentrasi 16384 ppm. Hasil tersebut menunjukan ekstrak fermentasi
bakteri endofit ID 1, ID 2, dan ID 7 hanya dapat menghambat pertumbuhan bakteri, tetapi tidak
membunuh bakteri.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa bakteri endofit dapat
diisolasi dari tanaman daun sirih. Bakteri endofit yang hidup dalam daun sirih diduga Rarobacter dan
Brevibacterium. Hasil uji antibakteri menggunakan mirodilusi menghasilkan nilai KHM 1024 ppm
untuk 1D 1, ID 2 dan nlai KHM 16384 ppm untuk ID 7.
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