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ABSTRACT

Endophytic bacteria are beneficial microorganisms that interact with host plants without causing
disruption or damage to the host. Some studies suggest that certain endophytic bacteria can produce chemical
compounds that have an effect on health, especially endophytic bacteria isolated from medicinal plants. Green
betel (Piper betle L.) is a medicinal plant that has been used for years and has many benefits. The purposes
of this study are to isolating and screening of endophytic bacteria from green betel against four pathogenic
bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus and Salmonella enteritidis). The number
of endophytic bacteria that has been isolated are 14 isolates. Based on the screening results, three isolates
of endophytic bacteria have potential activity (characterized by the formation of inhibition zone) against S.
aureus. The inhibition zone may indicate that those isolates produce compounds that have antibacterial effects
. Those isolates are AS1, BS1 and BS2. The biggest inhibition zone showed by BS1, so it can be concluded that
BS1 is the most potential isolate as a novel source of antibacterial compound.
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ABSTRAK

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme menguntungkan yang berinteraksi dengan tanaman inang
tanpa menyebabkan gangguan atau kerusakan pada tanaman tersebut. Beberapa studi menunjukkan bahwa
bakteri endofit tertentu dapat memproduksi senyawa kimia yang memiliki efek bagi kesehatan, terutama bakteri
endofit yang diisolasi dari tanaman obat. Sirih hijau (Piper betle L.) merupakan tanaman obat yang telah
lama digunakan dan memiliki banyak manfaat. Tujuan dari penelitian ini ialah mengisolasi dan melakukan
penapisan bakteri endofit dari sirih hijau melalui uji terhadap empat jenis bakteri patogen (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus dan Salmonella enteritidis). Jumlah bakteri endofit yang berhasil
diisolasi sebanyak 14 isolat. Berdasarkan hasil penapisan diperoleh 3 isolat bakteri endofit yang memiliki
aktivitas potensial (ditandai dengan terbentuknya zona hambat) terhadap S. aureus. Terbentuknya zona
hambat mengindikasikan kemungkinan adanya senyawa yang memiliki efek antibakteri. Ketiga isolat tersebut
adalah isolat dengan kode ASI1,BSI dan BS2. Isolat yang menunjukkan zona hambat terbesar adalah BSI
sehingga dapat disimpulkan bahwa isolat tersebut merupakan isolat yang paling potensial sebagai penghasil
senyawa antibakteri.

Kata kunci : antibakteri, bakteri endofit, Piper betle L.
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1. PENDAHULUAN

Antibiotik telah lama digunakan sebagai
pencegahan dan pengobatan penyakit. Penggunaan
antibiotik
peningkatan kasus penyakit, terutama penyakit

semakin meningkat seiring dengan
infeksi. Sebagian besar antibiotik yang secara
komersil digunakan merupakan antibiotik sintetik
yang rentan memicu resistensi terhadap patogen,
terutama bakteri (Ruhe et a/ 2005; Kiyomizu
et al 2008; Savini et al 2009). Eksplorasi untuk
menemukan sumber antibiotik alami yang baru perlu
dilakukan. Salah satunya dengan memanfaatkan
bakteri endofit.

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di
dalam jaringan tanaman inang tanpa menyebabkan
gejala-gejala penyakit (Bhore dan Sathisha 2010).
Beberapa jenis bakteri endofit diketahui mampu
menghasilkan senyawa aktif yang bersifat antibiotik
(Castillo et al 2003), antimalaria (Simanjuntak et al
2004) dan antifungi (Beck et al 2003). Kemampuan
bakteri endofit menghasilkan senyawa aktif tersebut
merupakan potensi yang dapat dikembangkan
mengingat umumnya senyawa aktif diperoleh
dengan mengekstraksi tanaman, khususnya tanaman
obat. Untuk memperoleh senyawa aktif dari tanaman
dibutuhkan waktu dan proses yang lebih rumit
dibandingkan jika mengekstraksi senyawa dari
bakteri.

Salah satu tanaman obat yang dapat dijadikan
sumber bakteri endofit adalah sirih hijau (Piper betle
L.). Sirih hijau merupakan tanaman yang memiliki
khasiat medis dan banyak digunakan di Indonesia,
India dan negara-negara di wilayah Indo-Cina
lainnya, yaitu Malaysia, Vietnam, Laos, Kamboja,
Thailand, Myanmar dan Singapura. Bagian tanaman
sirth yang banyak digunakan adalah daunnya.
Kajian mengenai sirih hijau dalam bidang kesehatan
telah dilakukan. Sebagai contoh, daun sirih hijau
yang diekstrak dengan akuades steril menunjukkan
aktivitas penghambatan terhadap Streptococcus
mutans secara in vitro (Nalina & Rahim 2007).
Al-Adhroey et al (2011) menyatakan bahwa
esktrak metanol daun sirih hijau memiliki aktivitas
antimalaria terhadap Plasmodium berghei.

Kajian tentang manfaat sirih hijau telah
dilakukan dengan mengisolasi dan mengidentifikasi
senyawa aktif yang terkandung di dalamnya.
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Senyawa Hydroxychavicol (HC) dari sirih hijau
diketahui penghambatan
terhadap xantin oksidase (Murata et a/ 2009) dan
juga bersifat antifungi terhadap genus Candida

memiliki  aktivitas

dan Aspergillus dalam uji in vitro (Ali et al 2010).
Senyawa yang merupakan turunan HC, yaitu
Hydroxychavicol acetate (HCA) memiliki berbagai
aktivitas diantaranya sebagai imunomodulator (Min
et al 2009), antibakteri (Sharma et a/ 2009) dan anti
penggumpalan darah (Chang et al 2007).
Allylpyrocatechol (APC) yang sebagian besar
diisolasi dari daun sirih memiliki efek terhadap
pencernaan diantaranya melindungi lambung dari
timbulnya ulkus (luka lambung) (Tripathi 2008),
menyembuhkan ulkus (Yadav et al 2009) dan
berperan sebagai (Santhakumari
et al 2006). Menurut (Zeng et al 1997 dalam
Kumar et al 2010), senyawa Piperbetol dalam sirih

anti-inflamasi

memiliki kemampuan selektif dalam menghambat
agregasi platelet yang diinduksi oleh mekanisme
platelet activating factor (PAF) pada konsentrasi
tertentu, sehingga diharapkan dapat mencegah
timbulnya penyakit kardiovaskular. Senyawa
lain yang merupakan turunan Piperbetol seperti
Methylpiperbetol, Piperol A dan Piperol B juga telah
berhasil diidentifikasi namun aktivitasnya belum
diuji lebih lanjut.

Bakteri endofit yang berada dalam tanaman
sirih hijau kemungkinan besar mampu menghasilkan
salah satu senyawa aktif tersebut atau senyawa lain
yang bersifat antibiotik. Sejauh ini belum dilaporkan
adanya isolasi bakteri endofit dari tanaman sirih
hijau serta pengujian terhadap senyawa aktif yang
diproduksi bakteri endofit dari tanaman sirih hijau.
Penelitian ini bertujuan mengisolasi bakteri endofit
dari tanaman sirih hijau sekaligus melakukan
penapisan awal untuk memperoleh isolat bakteri
endofit yang berpotensi menghasilkan senyawa

antibiotik, khususnya antibakteri.

2. BAHAN DAN METODE

Bahan dan Alat
Bahan-bahan  yang adalah

tanaman sirih (Piper betle L.) yang diperoleh dari

digunakan

daerah Ciampea-Bogor dalam kondisi segar, kultur
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus

cereus, dan Salmonella enteritidis (koleksi dari
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Laboratorium Bakteriologi Fakultas Kedokteran
Hewan, Institut Pertanian Bogor), media Nutrient
Agar (NA), media Nutrient Broth (NB), larutan
natrium hipoklorit 5.25 %, etanol 70 %, akuades,
nistatin, antibiotik kanamycin. Alat-alat yang
digunakan antara lain cawan Petri, tabung reaksi,

autoklaf, dan inkubator.

Metode Penelitian
Isolasi Bakteri Endofit

Bagian tanaman sirih yang digunakan adalah
daun, batang dan akar dalam kondisi segar. Sampel
tanaman dalam keadaan segar dibersihkan dengan
air mengalir kemudian dipotong-potong sepanjang
1-3 cm dan dipisahkan menurut bagian tanamannya.
Potongan sampel direndam dalam etanol 70 %
selama 1 menit, larutan natrium hipoklorit 5.25
% selama 5 menit, dan dicuci dengan etanol 70 %
sebanyak tiga kali. Potongan sampel diiris secara
steril kemudian ditanam dalam media nutrient agar
(NA) yang mengandung nistatin. Media yang sudah
mengandung sampel tersebut diinkubasi pada suhu
ruang dalam keadaan gelap dan diamati setiap hari
sampai ada pertumbuhan koloni. Jika selama 24
jam di sekitar sampel tanaman belum menunjukkan
adanya pertumbuhan mikroba, sterilisasi permukaan
dikatakan berhasil. Bakteri endofit yang tumbuh
dimurnikan satu per satu dan dikultivasi dalam
agar miring. Isolat bakteri endofit yang telah murni
diidentifikasi secara morfologi berdasarkan warna
koloni, bentuk tepian koloni, elevasi koloni dan
konsistensi koloni serta kecepatan pertumbuhan
koloni (Modifikasi Desriani et al. 2013).

Penapisan untuk memperoleh isolat bakteri
endofit potensial

Isolat bakteri endofit dari agar miring
diregenerasi ke media NA, sedangkan bakteri uji
diregenerasi ke dalam 5 mL medianutrient broth (NB)
lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 28-30 °C.
Sebanyak 0.4 mL kultur cair bakteri uji dimasukkan
ke dalam 80 mL media NA yang bersuhu +40 °C.
Lalu dituangkan sebanyak 20 mL ke dalam cawan
Petri steril dan ditunggu hingga memadat. Isolat
bakteri endofit yang akan diuji diinokulasikan ke
media berisi patogen menggunakan ose, kemudian
diinkubasi selama 24 — 48 jam. Zona hambat yang
terbentuk diamati dan dibandingkan dengan kontrol
positif (kanamycin 50pg/mL). Kemudian diameter
zona hambat diukur dan isolat bakteri endofit yang
positif menunjukkan zona hambat dikatakan sebagai
isolat potensial (Simarmata et al. 2007).

3. HASIL
Sebanyak 14 isolat bakteri endofit telah

diisolasi dari tanaman sirih hijau yang berasal dari
kecamatan Ciampea, Kabupaten Bogor. Bagian
tanaman sirih hijau dengan jumlah isolat bakteri
endofit terbanyak adalah bagian daun (DS), yaitu
sebanyak 7 isolat, kemudian diikuti oleh bagian
batang (BS) sebanyak 6 isolat dan terakhir adalah
bagian akar (AS) sebanyak 1 isolat (Tabel 1). Isolat
bakteri endofit menunjukkan keragaman dari segi
morfologi koloni. Kecepatan pertumbuhan 11 isolat
terhitung dalam kategori cepat, yaitu 24 jam (1
hari), sedangkan 2 isolat termasuk dalam kategori
sedang, yaitu 48 jam (2 hari) dan hanya 1 isolat yang
pertumbuhannya lambat (lebih dari 2 hari) (Tabel 1).

Gambar 1 Zona hambat isolat bakteri endofit terhadap S. aureus. Isolat yang menunjukkan zona hambat
adalah isolat dengan kode AS1 (A), BS1 (I) dan BS2 (J) dan kontrol positif kanamycin (dengan
tanda panah)
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Tabel 1. Morfologi koloni dan kecepatan pertumbuhan isolat bakteri endofit dari sirih hijau

Kode Morfologi koloni Kecepatan
isolat Warna Tepian Elevasi Berlendir pertumbuhan
AS1 Putih Rata Cembung +++ Cepat
DS1 Putih tulang Rata Datar + Cepat
DS2 Putih Rata Datar ++ Cepat
DS3a Kuning cerah Rata Cembung ++ Sedang
DS3b Merah muda Rata Datar + Lambat
DS4 Krem Rata Datar + Sedang
DS5 Putih Rata Datar +++ Cepat
DS6 Putih tulang Bergerigi Datar + Cepat
BS1 Putih kelfuningan, bagian Rata Cembung +++ Cepat
tep1 transparan
BS2 Putih kekuningan Rata, Licin Cembung +++ Cepat
BS3 Putih susu Bergerigi Datar +++ Cepat
BS4 Putih mendekati transparan ~ Rata, Licin Cembung +++ Cepat
BS5 Putih susu Bergerigi Datar ++ Cepat
BS6 Putih Rata Datar ++ Cepat

Keterangan : AS=akar sirih, DS=daun sirih, BS=batang sirih; kecepatan pertumbuhan :

sedang = 2 hari, lambat = >2 hari

Hasil penapisan isolat bakteri endofit dari
tanaman sirih hijau terhadap bakteri patogen
ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat
berupa daerah bening di sekitar koloni bakteri endofit
(Gambar 1). Sebanyak 14 isolat bakteri endofit
diuji terhadap 4 bakteri patogen, yaitu S.aureus,
E.coli, B.cereus, dan S.enteritidis. Sebanyak 3 isolat
bakteri endofit, yaitu AS 1 (A), BS1 (I) dan BS2 (J)
menunjukkan terbentuknya zona hambat terhadap S.
aureus (Tabel 2). Sedangkan isolat BS3 (K) hanya
menunjukkan sedikit penghambatan dan belum
sepenuhnya membentuk daerah bening seperti 3
isolat lainnya. Pengujian ke-14 isolat bakteri endofit
terhadap S. enferitidis bahkan tidak menunjukkan
terbentuknya zona hambat.

4. PEMBAHASAN

Bakteri endofit dapat masuk ke dalam jaringan
tanaman umumnya melalui akar, namun bagian
tanaman yang terpapar udara langsung seperti bunga,
batang, daun (melalui stomata) dan kotiledon, juga
dapat menjadi jalur masuk bakteri endofit. Bakteri
endofit yang telah masuk ke dalam tanaman dapat
tumbuh hanya di satu titik tertentu atau menyebar
ke seluruh tanaman. Mikroorganisme ini dapat hidup
di dalam pembuluh vaskular atau di ruang intersel
(Zinniel et al. 2002), akar, batang, daun dan buah
(Simarmata et al. 2007; Bacon dan Hinton 2006).
Hasil penelitian ini menunjukkan bakteri endofit
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cepat = 1 hari,

ditemukan di bagian akar, batang dan daun tanaman
sirih hijau, meskipun di bagian akar hanya berhasil
ditemukan 1 isolat. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Bacon dan Hinton (2006) yang menyatakan bahwa
jumlah bakteri endofit di dalam tanaman tidak dapat
ditentukan secara pasti, namun bakteri ini dapat
dideteksi dengan mengisolasi pada media agar.
Media agar yang digunakan untuk mengisolasi
bakteri endofit pada penelitian ini adalah media
nutrient agar (NA). Media ini merupakan media
kaya yang terdiri atas yeast extract, pepton, NaCl
dan agar. Bakteri endofit dapat hidup pada media
NA dikarenakan sifat media yang kompleks dan
kemungkinan besar media tersebut memiliki
komposisi yang mirip seperti kondisi di dalam
tanaman.

Bakteri endofit dari tanaman sirih hijau
(P betle L.) mulai menunjukkan pertumbuhan
setelah potongan bagian tanaman diinokulasi pada
media NA selama + 48 jam (2 hari). Pernyataan
ini didukung oleh Zinniel et al/ (2002), Simarmata
(2007), Arunachalam dan Gayathri (2010) dan
Jalgaonwala et a/ (2010) yang menyatakan bahwa
waktu pemilihan inkubasi selama minimal 2 hari
bertujuan untuk memastikan bahwa bakteri yang
tumbuh merupakan bakteri endofit, bukan bakteri
kontaminan. Selain itu, penambahan nistatin
(antifungi) pada media juga bertujuan untuk
mengoptimalkan hasil isolasi (Kumala dan Siswanto

2007).
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Tabel 2. Diameter zona hambat yang terbentuk pada penapisan awal isolat bakteri endofit dari sirih hijau

terhadap bakteri patogen

Diameter zona hambat

Kode isolat
ode isola E. coli

B. cereus

S.aureus S. enteritidis

ASI (A) v
DSI (B) -
DS2 (C) -
DS3a (D) -
DS3b (E) -
DS4 (F) -
DS5 (G) -
DS6 (H) -
BS1 () \%
BS2 (J) -
BS3 (K) -
BS4 (L) -
BS5 (M) -
BS6 (N) -

5 mm -

keterangan : V = ada zona hambat, tetapi sangat kecil dan sulit diukur

bakteri endofit dan tanaman

merupakan suatu bentuk simbiosis. Simbiosis antara

Interaksi

tanaman dengan bakteri endofit bersifat netral,
mutualisme atau komensalisme (Bacon dan Hinton
2006). Simbiosis mutualisme antara bakteri endofit
dengan tanaman, dalam hal ini bakteri endofit
mendapatkan nutrisi dari hasil metabolisme tanaman
dan melindungi tanaman dalam melawan patogen,
sedangkan tanaman mendapatkan derivat nutrisi
dan senyawa aktif yang diperlukan selama hidupnya
(Simarmata et al 2007).

Koloni bakteri endofit yang berhasil diisolasi
dari tanaman sirih hijau menunjukkan keragaman,
baik dari

pertumbuhan. Hal ini sesuai dengan Bhore dan

segi warna, bentuk dan kecepatan

Sathisha (2010) yang menyatakan bahwa bakteri
endofit pada satu tanaman inang umumnya terdiri
atas beberapa genus dan spesies. Keragaman bakteri
endofit dalam suatu tanaman juga dipengaruhi oleh
kondisi pertumbuhan tanaman, khususnya kondisi
tanah. Pada beberapa kasus, tanaman dengan jenis
atau spesies yang sama memiliki bakteri endofit yang
tidak selalu sama. Pada beberapa tanaman terdapat
bakteri endofit yang spesifik dan khas menghuni
tanaman tersebut.

Uji seperti uji biokimia dan
mikrobiologi tidak dilakukan untuk ke-14 isolat

bakteri endofit karena tujuan utama dari penelitian

lanjutan

ini adalah memperoleh isolat yang paling potensial
dan mampu menghambat pertumbuhan bakteri

patogen. Pemilihan empat jenis bakteri patogen
dalam penelitian ini berdasarkan alasan bahwa
bakteri-bakteri tersebut lazim digunakan sebagai
model untuk pengujian senyawa aktif baru dan
juga karena beberapa bakteri tersebut bersifat
patogen pada manusia. Sebagai contoh, B. cereus
dapat menyebabkan infeksi usus halus dan infeksi
saluran pernafasan (Bottone 2010) dan S. aureus
dapat menyebabkan infeksi endokarditis (Nadji et al
2005).

Berdasarkan hasil pengujian, sebanyak
3 isolat bakteri endofit dari tanaman sirih hijau
menunjukkan penghambatan terhadap S. aureus.
Ketiga isolat tersebut berasal dari akar (1 isolat) dan
batang (2 isolat). Terbentuknya daerah bening di
sekitar koloni isolat bakteri endofit mengindikasikan
kemungkinan adanya senyawa antibakteri yang
mampu membunuh atau setidaknya menghambat
pertumbuhan bakteri patogen. Hal ini diperkuat oleh
Simarmata et al (2007) dan Kumala & Siswanto
(2007) yang melakukan uji serupa dengan bakteri
endofit asal tanaman obat Indonesia. Bakteri endofit
yang diisolasi menunjukkan aktivitas penghambatan
terhadap bakteri patogen ditandai dengan
terbentuknya daerah bening di sekitar koloni bakteri
endofit.

Bagian akar dan batang tanaman sirih
hijau memang tidak lazim digunakan sebagai
obat. Umumnya, bagian tanaman sirih hijau yang

digunakan adalah bagian daun, terutama daun yang
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berumur cukup tua. Namun, hal ini tidak menutup
kemungkinan bahwa bakteri endofit dari bagian akar
dan batang sirih hijau juga memiliki potensi sebagai
sumber antibakteri baru. Sebagai contoh, penelitian
yang dilakukan oleh Miller et a/ (1998) dan Castillo
et al (2003) berhasil mengisolasi senyawa antibiotik
dari bakteri endofit tanaman non-obat, yaitu sejenis
rumput dan pohon berkayu.

Berdasarkan hasil penelitian, isolasi bakteri
endofit dari tanaman sirih hijau (Pbetle L.) telah
berhasil dilakukan dan diperoleh 14 isolat murni.
Uji penapisan isolat bakteri endofit terhadap 4 jenis
bakteri patogen menunjukkan bahwa terdapat 3
isolat yang memiliki potensi untuk dikembangkan
sebagai sumber antibakteri baru, khususnya terhadap
S.aureus, yaitu isolat AS1, BS1 dan BS2. Meski
demikian, penelitian lebih lanjut perlu dilakukan
untuk mengidentifikasi spesies isolat potensial
sekaligus megisolasi senyawa yang dihasilkan oleh
isolat tersebut, terutama isolat BS1.
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