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A B S T R A C T 

Endophytic bacteria are microorganisms found on 

the surface of tissues that are not harmful to 

plants and do not harm the plant. Endophytic 

bacteria also have a short life cycle and can 

produce the same large amounts of bioactive 

compounds as their host plants. Forest betel 

(Piper aduncum L.) is one of the plants that is still 

widely used. This forest betel plant has secondary 

metabolites of flavonoids, tannins, saponins and 

alkaloids which have anti-bacterial activity. This 

study aimed to isolate and test the antibacterial 

activity of endophytes from forest betel leaf 

against Staphylococcus aureus and Escherichia 

coli bacteria followed by molecular activation 

using the 16S rRNA gene. The number of 

endophytic bacteria isolated from forest betel 

plants was found to be 3 isolates, namely shoot 

leaves (DP), young leaves (DM) and old leaves 

(DT). The results of the antibacterial activity test 

using the Kirby-Bauer method showed that each isolate had inhibitory activity against 

Staphylococcus aureus test bacteria, namely: DP (12.8 mm), DM (13.5 mm) and DT (12.7 

mm). all belong to the weak category. Meanwhile, the test bacteria Escherichia coli did not 

have antibacterial activity. Molecular results showed that the DM isolate species was 

Bacillus thuringiensis strain S38 and Query Coverage 100% and identity 100%. 
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A B S T R A K 

 

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang terdapat di permukaan jaringan yang 

sifatnya tidak berbahaya bagi tumbuhan dan tidak merugikan tanaman inangnya. Bakteri 

endofit juga memiliki siklus hidup yang pendek dan dapat menghasilkan senyawa bioaktif 

dalam jumlah besar yang sama dengan tanaman inangnya. Sirih hutan (Piper aduncum L.) 

merupakan salah satu tanaman yang masih belum banyak pemanfaatanya. Tanaman sirih 

hutan ini memiliki senyawa metabolit sekunder golongan flavonoid, tanin, saponin dan 

alkaloid yang memiliki aktivitas anti bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan 

menguji aktivitas antibakteri, bakteri endofit dari daun sirih hutan terhadap bakteri 

Staphylococcus aureusdan Escherichia coli dilanjutkan dengan mengidentifikasi secara 

molekuler menggunakan gen 16S rRNA. Jumlah bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari 

daun sirih hutan didapatkan 3 isolat yaitu daun pucuk (DP), daun muda (DM) dan daun tua 

(DT). Hasil pengujian uji aktivitas antibakteri dengan metode Kirby-Bauer yang 

menunjukkan bahwa masing-masing isolat memiliki aktivitas penghambatan terhadap bakteri 

uji Staphylococcus aureus yaitu: DP (12,8 mm), DM (13,5 mm) dan DT (12,7 mm) yang 

seluruhnya tergolong kategori lemah. Sedangkan terhadap bakteri uji Escherichia coli tidak 

memiliki aktivitas antibakteri. Hasil identifikasi molekuler menunjukkan bahwa spesies isolat 

DM adalah Bacillus thuringiensisstrain S38 dan Query Coverage 100% dan identitas 100%. 

 

 

PENDAHULUAN 

Tanaman sirih hutan (Piper aduncum L.) merupakan tanaman salah satu tanaman 

endemik. Tanaman sirih hutan masih belum dimanfatkan secara maksimal. Hal ini, 

dikarenakan masih sangat jarang penelitian yang mengkaji tentang pemanfatan sirih hutan 

(Fitriani, 2017). Sirih hutan merupakan herba yang mudah ditemukan sebagai tumbuhan liar 

di hutan atau di perkebunan. Tumbuhan ini tidak merambat seperti tanaman sirih lainya, 

namun daun dan bunganya mirip sirih sehingga disebut sebagai sirihan (Evizal, 2013).  

Menurut penelitian Nunung Safriana dkk (2019)  menyatakan bahwa ekstrak tumbuhan 

sirih hutan (Piper aduncum L.) mampu menghambat pertumbuhan bakteri Strptococcus. 

mutans pada konsentrasi 30%, 45%, 60%, 75% dengan kontrol positif (Tetrasiklin 

hidroklorida 5%) yang ditandai dengan terbentuknya zona daya hambat disekitar kertas 

saring. Berdasarkan hasil pengamatan, zona hambat yang paling kecil terdapat pada perlakuan 

dengan konsentrasi 30% yaitu 11,2 mm sedangkan zona hambat yang paling besar terdapat 

pada perlakuan dengan konsentrasi 75% yaitu 13,1 mm. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak 

daun Pipper aduncum L. memiliki aktivitas antibakteri disebabkan adanya beberapa golongan 

senyawa aktif yang bersifat antibakteri antara lain flavonoida, tanin, saponin dan alkaloid. 

Adanya kandungan senyawa metabolit tersebut yang terdapat pada ekstrak tumbuhan Piper 

aduncum L. dipercaya dapat menghambat pertumbuhan dari bakteri Strptococcus 

mutans,dengan cara merusak permeabilitas dinding sel bakteri Strptococcus mutans atau 

merusak membran sel bakteri S. Mutans (Safriana et al., 2019). Daun sirih hutan (Piper 
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aduncum L.) telah dikenal oleh masyarakat dan mempunyai khasiat dalam penyembuhan 

luka, menghentikan muntah, mengurangi mual, melancarkan pencernaan, sebagai antiseptik, 

membunuh bakteri dan jamur serta virus (Novita, 2016). 

Penggunaan tanaman secara terus-menerus untuk dijadikan obat dapat menimbulkan 

eksploitasi sehingga menuntut penemuan dan pengembangan obat antibakteri baru dengan 

memanfaatkan bakteri endofit dari tanaman obat (Safira et al., 2014) Pada umumnya 

pemanfaatan senyawa bioaktif dari suatu tanaman obat diperoleh dengan cara mengekstrak 

bagian dari tanaman tersebuttetapi cara ini kurang efektif karena membutuhkan jumlah yang 

banyak daribagian tanaman untuk di ekstrak sehingga jika diambil secara terus menerus 

ketersedian tanaman di lingkungan akan menurun. Adapun cara yang lebih efektif untuk 

memperoleh senyawa bioaktif dari tanaman tersebut adalah dengan memanfaatkan bakteri 

endofit.Pemanfaatan bakteri endofit dari tanaman obat merupakan cara baru untuk 

mendapatkan senyawa antibakteri tanpa harus mengekstraksi secara langsung dari tanaman 

obat tersebut(Kusumawati et al., 2014). Keberadaan bakteri endofit di dalam jaringan 

tanaman diketahui dapat memacu pertumbuhan tanaman dan berperan sebagai agen 

pengendali hayati. Kemampuan bakteri untuk melakukan penetrasi ke jaringan internal 

tanaman dapat disebabkan oleh adanya enzim ekstraseluler berupa selulase yang dihasilkan 

oleh bakteri tersebut (Eliza dkk,  2007). Setelah melakukan penetrasi, bakteri endofit akan 

berkolonisasi sehingga menghambat pertumbuhan bakteri patogen melalui mekanisme 

kompetisi ruang dan nutrisi (Pal et al., 2012). 

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup dalam jaringan tumbuhan dan bersimbiosis 

mutualisme dengan inangnya (Kumala et al., 2008). Bakteri endofit dapat memproduksi 

metabolit sekunder berupa zat bioaktif yang sama dengan tanaman inang(Yandila et al., 

2018). Kelebihan produksi zat bioaktif dari mikroorganisme endofit diantaranya, 

mikroorganisme mudah ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang pendek daripada tanaman 

dan dapat menghasilkan senyawa bioaktif dalam jumlah besar (Zulkifli et al., 2020). Untuk 

mengetahui aktivitas bakteriendofit dari daun sirih hutan, maka daun sirih hutan diisolasi 

untuk mendapatkan bakteri endofit yang terkandung didalamnya. Selanjutkan dilakukan uji 

aktivitas anti baktereri dan dilanjutkan dengan identifikasi secara molekuler dengan 

menggunakan PCR (Polymerase Chain Reaction). PCR yaitu  suatu  proses  reaksi  enzimatik  

in-vitro  dengan  cara  mensintesis  molekul  DNA menggunakan bantuan  enzim serta  

oligonukleotida  sebagai  primer  dalam suatu  thermocycler (Mader 2001, dalam Husnaeni 

2008). 

Berdasarkan penjelasan diatas, peneliti tertarik melakukan penelitian ini dengan tujuan 

untuk mengisolasi bakteri endofit dari daun sirih hutan dan mengetahui aktivitas antibakteri 

yang dimilikinya, serta dilakukan identifikasi secara molekuler terhadap bakteri endofit yang 

memiliki aktivitas antibakteri dengan menggunakan gen 16S rRNA dan alat PCR  

(Polimerase Chain Reaction) 

 

METODE PENELITIAN 

Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini telah dilakukan di Laboratorium Mikrobilogi Fakultas Kedokteran 

Universitas Andalas, Padang, pada bulan Juni 2022 sampai Agustus 2022. 
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Alat dan Bahan 

Alat 

Masker, sarung tangan, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, rak tabung reaksi, pipet 

tetes, timbangan analitik, pisau, cawan petri, jarum ose, pinset, bunsen, lemari pendingin, 

laminar air flow, autoklaf, mikrotube, pipet mikro, jangka sorong, kertas label,plastik wrap, 

aluminium foil, tisu,kapas, kasa, mikroskop cahaya, kacaobjek, kertas koran, kompor, tabung 

ependorf, tabung spin coloum, termoblock, alat PCR dan alat elektroforesis. 

Bahan 

Daun sirih hutan, bakteri uji Escherichia coli dan Staphylococcus aureus, aquades 

steril, etanol 96%, NaCl 0.9%, 1%, H2SO4 1%, BaCl22H2O 1,175%, iodin, fuksin, media 

Nutrient Agar, larutan kristal ungu, Na-hipoklorit 5.25%, disk kloramfenikol, lugol, larutan 

safranin,Primer 16S rRNA Forward (5’ CCAGCAGCCGCGGTAATACG3’), Primer 16S 

rRNA Reverse (3’- ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC5’), gel red, DNA ladder 1 Kbp, 

loading dye, bubuk agarosa, dan TBE buffer. 

 

Prosedur dan Cara Kerja 

1. Pengambilan dan Identifikasi Sampel 

Sampel yang digunakan adalah daun sirih hutan dengan 3 kategori yang berbeda 

yaitupada daun pucuk (DP), duan muda (DM) dan daun tua (DT)Pengambilan sampel 

dilakukan di Lubuk Minturun, Kecamatan Koto Tangah, Kota  Padang, Sumatra Barat. 

Sampel diidentifikasi di Herbarium Fakultas MIPA Universitas Andalas Padang. 

2. Sterilisasi Alat dan Pembuatan Media 

a. Sterilisasi Alat  

 Alat yang digunakan dicuci dan dikeringkan telebih dahulu sebelum disterilkan. 

Cawan petri dibungkus, tabung reaksi dan pipet tetes ditutup mulutnya dengan kapas 

kemudian dibungkus satu persatu dengan kertas koran. Semua alat disterilkan dalam oven 

pada suhu 160
o
C selama 1 jam. Mulut erlenmeyer ditutup dengan kapas dan gelas ukur 

ditutup dengan kapas dan dibungkus satu persatu dengan kertas koran kemudian 

disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit tekanan 15 lbs, lalu pinset, 

jarum ose dan kaca objek di sterilkan dengan cara dibakar menggunakan lampu spritus. 

 

b. Pembuatan Nutrient Agar 

Medium Nutrient Agar dibuat dengan cara melarutkan 20 gr Nutrient Agar 

kedalam 1000 ml aquades steril dalam erlenmeyer. Larutan ini selanjutnya dipanaskan 

diatas kompor sambil diaduk-aduk selama 10-15 menit, selanjutnya disterilkan dalam 

autoklaf  pada suhu 121
0
C selama 15 menit. 

3. Isolasi dan Purifikasi Bakteri Endofit  dari Daun Sirih Hutan 

Sampel daun pucuk (DP), daun muda (DM) dan daun tua (DT) dicuci dengan air 

mengalir hingga bersih, kemudian sampel disterilisasi permukaan secara bertahap. Sampel 
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direndam etanol 96% selama 1 menit, dilanjutkan ke dalam Na-hipoklorit 5.25% selama 5 

menit, kemudian dibilas lagi ke dalam etanol 96% sebanyak tiga kali. Sampel yang telah 

disterilisasi kemudian dipotong masing-masing 1-3 cm, lalu ditanam pada media isolasi 

Nutrient Agar kemudian diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C dan diamati sampai 

adanya pertumbuhan koloni. Pemurnian koloni bakteri dilakukan dengan memindahkan 1 ose 

koloni ke dalam cawan petri yang berisi media Nutrient Agar baru dan di inkubasi pada suhu 

37
o
C selama 24 jam. Setelah diperoleh biakan murni, bakteri endofit dipindahkan ke agar 

miring Nutrient Agar (Kusumawati dkk, 2014).  

 

4. Identifikasi Bakteri Endofit 
 

a.  Identifikasi Makroskopik 

Dilihat secara makroskopis bentuk koloni (dilihat dari atas) : berupa titik-titik, 

bulat, berbenang, tak teratur, serupa kumparan. Permukaan koloni (dilihat dari samping) : 

rata, timbul- datar, melengkung, membukit, serupa kawah. Tepi koloni (dilihat dari atas) : 

utuh, berombak, berbelah, bergerigi,  berbenang dan keriting. Warna koloni : keputih- 

putihan, kelabu, kekuning-kuningan, atau hampir bening. 

b. Identifikasi mikroskopik (Pewarnaan Gram) 

 Pengamatan morfologi sel bakteri secara mikroskopik dilakukan dengan 

pewarnaan gram. 1-2 tetes aquades steril diletakkan di atas kaca objek, koloni bakteri di 

ambil satu ose dari media diletakkan di atas aquades steril dan sebarkan hingga merata, 

biarkan olesan tersebut kering karena udara. Setelah olesan benar-benar kering 

kemuadian lalukan kaca objek tersebut beberapa kali di atas nyala api sampai kaca objek 

terasa agak panas bila ditempelkan pada punggung tangan. Kemudian ditetesi dengan 

larutan kristal ungu (Gram A), dan didiamkan selama satu menit, kemudian cuci 

menggunakan aquades pada botol semprot dan dikeringkan. Selanjutnya ditetesi dengan 

larutan iodium (Gram B) dan dibiarkan selama 2 menit, dicuci menggunakan aquades 

pada botol semprot dan dikeringkan. Kemudian ditetesi dengan larutan etanol 95% 

(Gram C) selama 30 detik, dicuci menggunakan aquades pada botol semprot dan 

dikeringkan. Setelah itu ditetesi dengan larutan safranin (Gram D) atau zat penutup dan 

didiamkan selama 30 detik, kemudian dicuci menggunakan aquades pada botol semprot 

dan dikeringkan. Selanjutnya diamati dengan menggunakan mikroskop pada pembesaran 

kuat (Waluyo, 2010). Indikasi pewarnaannya yaitu bakteri gram positif akan berwarna 

violet dan bakteri gram negatif akan berwarna merah. Dicatatdan difoto bentuk dari sel 

bakteri tersebut apakah bulat (coccus), batang (basil), maupun bergelombang (spiral) 

(Nurhidayati dkk, 2015) 

 

5. Uji Aktivitas Antibakteri 
 

a. Pembuatan Larutan Mac Farland 0,5 

Larutan H2SO4 1% sebanyak 10 ml dicampurkan dengan larutan BaCl22H2O 1,175% 

sebanyak 0,05 mL dalam erlenmeyer. Kemudian dikocok sampai terbentuk larutan yang 



Diza Sartika et. all | Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit Daun Sirih Hutan Dengan Menggunakan Gen 

16srRNA  

 

Jurnal Katalisator Vol 7 No. 2 (2022) 336-350 

http://doi.org/10.22216/jk.v5i2.5717  

Published by LLDIKTI Wilayah X                                       Copyrights by Attribution-NonComercial 4.0 International 
341 

keruh. Kekeruhan ini dipakai sebagai standar kekeruhan suspensi bakteri uji (Sihombing 

dkk, 2018) 

b. Pembuatan Suspensi Bakteri Uji  

Bakteri uji yaitu Escherichia coli merupakan bakteri gram negatifdan 

Staphylococcus aureus  merupakan bakteri gram positifyang telah diinokulasi diambil ± 1 

ose kemudian disuspensikan ke dalam tabung yang berisi 5 mL larutan NaCl 0,9% 

sehingga diperoleh kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan larutan Mac farland 

0,5. Suspensi bakteri tersebut dipipet sebanyak 200 μL dan di swab ke media pembenihan 

(Sihombing dkk, 2018) 

c. Pembuatan Suspensi Isolat Bakteri Endofit 

Semua isolat bakteri endofit dari masing-masing sampel  diambil dengan jarum ose 

kemudian masing-masing diinokulasikan kedalam 5 ml  NaCl 0,9% kemudian di vortex 

hingga homogen. 

d. Pengujian Aktivitas Antibakteri 

 Suspensi bakteri uji  Staphylococcus aureus  dan Escherichia colidiambil 200 μL 

dan diratakan pada permukaan media Mueller Hinton Agar. Permukaan media diberi 4 

buah kertas cakram yang ditetesi suspensi isolat sebanyak 10 μL bakteri endofit  daridaun 

pucuk (DP), duan muda (DM) dan daun tua (DT) dan disk kloramfenikol sebagai kontrol 

positif,  kemudian diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam dan 

lakukan 3 kali pengulangan 

e. Pengamatan dan Pengukuran Zona Hambat 

Pengamatan dilakukan setelah 1 x 24 jam masa inkubasi. Zona bening yang 

terbentuk di sekitar kertas cakram diamati. Diameter zona bening ini kemudian diukur 

dengan menggunakan jangka sorong. Diameter zona bening  diukur berdasarkan 

penggolongan CLSI. 

Tabel 1. Klasifikasi Respon Hambatan Mikroba 

Diameter Zona Hambat (mm) Respon Hambatan Pertumbuhan 

14 Lemah 

15-18 Sedang 

≥19 Kuat 

        Sumber :Clinical and Labolatory Standart Institude (CLSI) ; 2013 

6. Identifikasi Bakteri Endofit Terpilih Secara Molekuler 

a. Isolasi DNA 

Isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas antibakteri di media miring diambil 

menggunakan pipet mikro dan dimasukkan ke dalam tabung microtube yang telah berisi 

Pospate Buffer Saline (PBS) sebanyak 1 ml Selanjutnya sampel dalam tabung microtube 



Diza Sartika et. all | Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit Daun Sirih Hutan Dengan Menggunakan Gen 

16srRNA  

 

Jurnal Katalisator Vol 7 No. 2 (2022) 336-350 

http://doi.org/10.22216/jk.v5i2.5717  

Published by LLDIKTI Wilayah X                                       Copyrights by Attribution-NonComercial 4.0 International 
342 

dimasukkan ke dalam sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit. Setelah 

di sentrifugasi supernatan dibuang lalu ditambahkan sebanyak 1 ml TE buffer kemudian 

di vortex, selanjutnya di inkubasi dengan heating block selama 10 menit dengan suhu 

95
0
C kemudian suspensi bakteri tersebut disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 

10.000 rpm. Selanjutnya supernatan dipindahkan ke dalam tabung  microtube 1,5 ml, 

kemudian di simpan ke dalam freezer(Sihombing dkk, 2018) 

 

b. Amplifikasi Gen 16S rRNA dengan PCR 
 

DNA sampel yang telah diisolasi dilanjutkan dengan metode PCR yang terdiri dari 

3 tahap denaturasi,anealing, dan extension yang dapat dilihat pada tabel 2, menggunakan 

primer 16S rRNA. Metode amplifikasi DNA ini digunakan Taq DNA Polymerase 

menggunakan Go Taq Mastermix. 

 

Tabel 2. Komponen dan campuran untuk primer 16S rRNA dan DNA sampel 

Pereaksi Jumlah pereaksi (µL) 

Template DNA 3 µL 

Go Taq mastermix 25 µL 

Primer forward 1 µL 

Primer reverse 1 µL 

Nuclease free water 20 µL 

Volume total 50  µL 

 

Tabel 3. Siklus mesin PCR 

Jumlah Siklus Temperatur (
0
C) Waktu (menit) 

1 95 3 menit 

35 95(denaturasi) 

55(annealing) 

72(extension) 

30 detik 

30 detik 

30 detik 

1 F extension 72 5 menit 

1 Cooling 12 Sampai selesai 

 

 Tiap – tiap komponen yang dimasukkan kedalam tube PCR. Untuk DNA bakteri 

dimasukkan terakhir agar tidak terkontaminasi, kemudian dihomogenkan dan 

dimasukkan kedalam mesin PCR.  
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c. ElektroforesisGel Agarosa dan Visualisasi 

 Gel agarose 1% dibuatdengan melarutkan 0,2 gram bubuk agarose dalam 20 ml TE 

buffer, kemudian dipanaskan dalam (sop microwave) selama 1-2 menit sampai larut 

hingga berwarna jernih, lalu tambahkan sebanyak 0,2 μl gel red kemudian  tuangkan 

dalam cetakan Casting tray yang telah dipasang sisir. Setelah gel memadat selama ± 30 

menit lalu masukkan sampel amplicon produk pcr sebanyak 5 μl. Untuk mengetahui 

ukuran produk amplifikasi PCR maka dimasukkan sebanyak 3 μl DNA ladder 1Kbp dan 

3 μl loading dye  pada sumuran gel pertama kemudian diikuti DNA sampel hasil 

amplifikasi pada sumuran gel berikutnya. Selanjutnya elektroda dihubungkan dengan 

power supply kemudian nyalakan selama 40 menit. Setelah itu alat elektroforesis 

dimatikan kemudian gel dari alat tersebut diambil lalu di pindahkan kedalam UV-

transiluminator untukdilakukan visualisasi lalu diamati hasilnya dan di 

dokumentasikan(Sihombing dkk, 2018) 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Dari hasil pemeriksaan identifikasi tumbuhandaun sirih hutan ini memiliki nama spesies 

Piper aduncum L. Sampel diambil dengan tiga kategori yaitu pucuk daun, daun muda, dan 

daun tua, karena untuk mengetahui daun mana yang menghasilkan bakteri endofit yang 

mengandung senyawa aktif antibakteri terbesar. Sampel tersebut dilakukan sterilisasi 

permukaan dengan larutan Na.hipoklorit dan etanol 96% yang bertujuan untuk 

menghilangkan kotoran dan mikroorganisme epifit yang menempel pada permukaan sampel, 

sehingga koloni yang tumbuh pada media isolasi merupakan koloni endofit (Strobel dan 

Daisy, 2003). 

Sampel yang telah disterilisasi di potong 1-4 cm kemudian dilakukan inkubasi di media 

Nutrient Agar dalam cawan petri, media Nutrient Agar dipilih karena didalam media ini 

terdapat nutrien yang merupakan substansi organik dan anorganik yang digunakan sebagai 

sumber energi untuk mendukung pertumbuhan bakteri (Priharta, 2008). Media diletakkan 

secara terbalik pada inkubator yang berfungsi untuk menghindari uap air yang memenuhi 

tutup cawan petri hasil dari penguapan media selama inkubasi (Imawati, 2015). Media yang 

di simpan dalam inkubator dengan suhu 370C merupakan suhu optimum untuk pertumbuhan 

bakteri dan waktu yang berhasil ditumbuhkan setelah inkubasi yaitu selama 24 jam karena 

pada waktu tersebut bakteri dimungkinkan telah berada pada fase logaritmik dan 

eksponensial, karena pada fase tersebut bakteri melakukan pembelahan secara konstan dan 

jumlah sel meningkat (Ifnawati, 2013). 

Setelah bakteri tumbuh kemudian diamati morfologi bakteri endofit. Hasil identifikasi 

secara morfologi isolat bakteri endofit dilakukan secara makroskopik yang dapat dilihat 

bentuk koloni dari isolat seperti berbentuk bulat tidak beraturan, timbul datar, berwarna 

putih/bening. Didapatkan hasil penelitian pada pengamatan morfologi sebagai berikut : 
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Table 4. Hasil Identifikasi Koloni Bakteri Endofit Daun Sirih Hutan Secar 

Makroskopik 

 

 

Kode Isolat 

Identifikasi Koloni Bakteri Endofit Secara Makroskopik 

Bentuk Permukaan Tepi Warna 

DP Tak beraturan Timbul Datar Berombak Putih 

DM Tak beraturan Timbul Datar Berombak Putih 

DT Tak beraturan Timbul Datar Berombak Putih Kekuningan 

 

 Berdasarkan hasil pengamatan morfologi koloni bakteri endofit didapatkan bentuk 

koloni tidak beraturan, tekstur permukaan timbul datar dan warna putih/putih kekuningan. 

Menurut Faradiska (2012) karakteristik koloni bakteri endofit yaitu mempunyai bentuk yang 

bulat, oval, dan pada warna koloni yaitu putih, putih kekuningan, atau kental seperti susu, dan 

tepian koloni terdapat lekukan seperti gelombang dan menyebar. Setelah dilakukan 

pengamatan morfologi secara mikroskopik bakteri endofit daun sirih hutan  dengan 

pewarnaan gram di dapat hasil bakteri endofit merupakan bakteri gram positif  ditunjukkan 

dengan koloni berwarna ungu dan berbentuk basil. Warna ungu disebabkan karena bakteri 

mempertahankan warna pertama, yaitu kristal violet. Perbedaan sifat Gram dipengaruhi oleh 

kandungan pada dinding sel, yaitu bakteri Gram positif kandungan peptidoglikan lebih tebal 

jika dibanding dengan Gram negatif (Dewi, 2013). Sedangkan pada bakteri gram negatif 

ditunjukkan dengan adanya koloni berwarna merah karena bakteri gram negatif memiliki 

komposisi dinding sel yang sebagian besar tersusun dari lapisan lipid, sehingga pada saat 

pewarnaan gram kurang dapat mempertahankan zat warna utama terutama saat dicuci dengan 

alkohol (lipid rusak saat dicuci dengan alkohol) sehingga pori- pori dan dinding sel akan 

membesar dan menyebabkan terlepasnya kompleks kristal violet yang diserap sebelunya dan 

bakteri akan berwarna merah setelah diberikan safranin  (EIliwati, 2015) 

Tabel 5. Hasil Pengamatan Bakteri Endofit Pada Daun Sirih Hutan Berdasarkan 

                        Pewarnaan Gram 

Kode Isolat Pewarnaan Gram Bentuk 

DP Positif Basil 

DM Positif Basil 

DT Positif Basil 

Ket: DP=Daun Pucuk,DM=Daun Muda, DT=Daun Tua 

 

Bakteri endofit kemudian di uji aktivitas antibakterinya, bakteri uji yang digunakan 

yaitu Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Kedua bakteri ini penyebab paling umum 

dari infeksi. Pada tubuh manusia secara alami terdapat bakteri flora normal yang bermanfaat 

untuk tubuh namun apabila jumlahnya meningkat dari keadaan normal maka akan 
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menyebabkan bakteri ini bersifat patogen. Bakteri Staphylococcus aureus merupakan flora 

normal pada kulit manusia, tetapi pada kondisi yang memungkinkan dapat menginfeksi kulit 

manusia menimbulkan jerawat dan bisul(Hendri, 2008). Sedangkan Escherichia coli 

merupakan bakteriusus normal, pada kondisi tertentu dapat menyebabkan infeksi usus dengan 

gejala diare karena daya penetrasi yang merusak sel mukosa, kemampuan memproduksi 

toksin yang mempengaruhi sekresi cairan di usus, serta meningkatkan daya lekat kuman. 

Penyakit lain yang sering dijumpai disebabkan oleh Escherichia coli adalah infeksi saluran 

kemih (ISK), sepsis, dan meningitis (Brooks, 2001). 

Uji aktivitas antibakteridilakukan pada 3 isolat bakteri endofitpada daun  dengan kode 

DP (daun pucuk), DM (daun muda), dan DT (daun tua) yang diuji dengan bakteri 

Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli dengan metode difusi menggunakan kertas 

cakram dengan media Mueller Hinton Agar (MHA). MHA digunakan karena memiliki 

kandungan nutrisi yang baik untuk kultur kebanyakan bakteri. Pada media MHA yang sudah 

mengandung bakteri uji diletakkan kertas cakram yang berisi suspensi bakteri endofit dan 

kloramfenikol sebagai kontrol positif, selanjutnya media tersebut diinkubasi dalam inkubator 

selama kurang lebih 24 jam pada suhu 37
0
C dengan posisi terbalik yang berfungsi untuk 

menghindari uap air yang memenuhi tutup cawan petri hasil dari penguapan media selama 

inkubasi (Imawati, 2015) 

 

Tabel 6. Hasil Pengujian Aktivitas Antibakteri Bakteri Endofit Daun Sirih Hutan  

Kode isolat 

Diameter zona bening (mm) 

S.aureus 

Rata-rata 

E.coili 

Rata-rata pengulangan Pengulangan 

1 2 3 1 2 3 

DP 12,9 13,1 12,5 12,8 0 0 0 0 

DM 13,8 13,7 13,2 13,5 0 0 0 0 

DT 12,9 13,2 12,2 12,7 0 0 0 0 

Kontrol 

Positif 
20,35 20,35 15,45 15,45 

Setelah 24 jam, di ukur diameter daerah bening pada kertas cakram yang menunjukkan 

potensi daya hambat dari bakteri endofit terhadap bakteri uji tersebut. Dari hasil pengukuran 

rata-rata diamter zona hambatnya, daya antibakteri dengan DP (12,8 mm), DM (13,5 mm), 

DT (12,7 mm) termasuk kategori lemah pada bakteri Staphylocococus aureus, sedangkan 

pada bakteriEscherichia coli tidak terdapat zona bening. Menurut Clinical and Laboratory 

Standart Institute (CLSI), respon hambatan lemah ketika diameter zona hambat antibakteri ≤ 

14 mm, respon hambatan sedang ketika diameter zona hambat antibakteri 15-18 mm, respon 

hambatan kuat ketika diameter zona hambat antibakteri ≥ 19 mm. 
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Zona bening yang paling besar didapat pada isolat DM. Dapat dilihat diantara isolat-

isolat yang ada bahwa isolat dengan DM memiliki aktivitas antibakteri yang cukup besar 

dibandingkan dengan isolat DP dan DT. Dari ketiga sampel diketahui bahwa bakteri dengan 

kode isolat DP, DM, dan DT seluruhnya memiliki daya antibakteri yang lemah terhadap 

Staphylococcus aureuskarena menunjukaan zona bening di area kertas cakram, terbentuknya 

zona bening menunjukkan bahwa bakteri endofit tersebut menghasilkan senyawa bioaktif 

seperti yang dihasilkan tanaman sirih hutan yaitu senyawa alkaloid, tanin, flavanoid dan 

terpenoid yang bersifat sebagai antibakteri. Perbedaan diameter zona bening juga dipengaruhi 

oleh faktor lingkungan dan bakteri uji yang berlebihan, sehingga pengaruh metabolit 

sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit tidak signifikan terhadap bakteri uji. 

Mekanisme penghambatan pertumbuhan bakteri oleh metabolit sekunder dapat terjadi 

melalui penghambatan pembentukan senyawa penyusun dinding bakteri, peningkatan 

permeabilitas membran sel, sehingga sel kehilangan komponen penyusun sel. (Sepriana dkk, 

2017). Dari perhitungan rata-rata, diameter zona hambat yang dihasilkan isolat bakteri endofit 

lebih besar menghambat pertumbuhan bakteri Gram Positif Staphylococcus aureus, karena 

struktur dinding sel yang menyebabkan kedua jenis bakteri tersebut memberikan respon yang 

berbeda sehingga menunjukkan bekteri dengan kode isolat DM memiliki nilai perhitungan 

rata-rata diameter zona hambat yang lebih basar dibandingkan dengan isolat kode DP, dan 

DT. 

Isolat bakteri dengan kode DM (Daun Muda) yang memiliki daya hambat terbesar 

dilanjutkan untuk identifikasi molekuler dengan menggunakan Gen 16S rRNA untuk 

mengetahui jenis bakteri tersebut.Dalam proses identifikasi molekuler mikroorganisme 

terdapat 4 proses utama yaitu isolasi DNA, PCR, elektroforesis, dan Sequensing. Proses 

isolasi DNA menggunakan metode boiling yang merupakan metode isolasi sederhana dengan 

memberikan gangguan fisik terhadap sel bakteri berupa pemanasan dengan suhu tinggi (95
0
-

100
0
C). Pemanasan dengan suhu tinggi dapat meningkatkan permeabilitas dinding sel 

sehingga mengakibatkan masuknya cairan dan molekul di sekitar sel dan keluarnya materi-

materi dari dalam sel, kemudian DNA dipisahkan untuk selanjutnya digunakan sebagai DNA 

dalam proses PCR (Afif, 2019) 

Tahap berikutnya yaitu  elektroforesis DNA yang merupakan suatu teknik yang 

mengukur laju perpindahan partikel-partikel bermuatan dalam suatu medan listrik (Gaffar, 

2007). Hasil dari proses ekstraksi dan PCR kemudian dielektroforesis selama 30 menit 

dengan voltase 100 pada gel agarosa dengan konsentrasi 1 %. Dari hasil elektroforesis 

diketahui terdapat benk yang terseparasi dan sejajar dengan marka 1300 bp. Hal ini 

mengindikasikan bahwa fragmen gen yang teramplifikasi memiliki ukuran  ±1300 bp yang 

sesuai dengan ukuran nukelotida dari gen 16S rRNA yaitu sekitar 1500 bp (Rinanda, 2011)  

 

 

 

 

 



Diza Sartika et. all | Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit Daun Sirih Hutan Dengan Menggunakan Gen 

16srRNA  

 

Jurnal Katalisator Vol 7 No. 2 (2022) 336-350 

http://doi.org/10.22216/jk.v5i2.5717  

Published by LLDIKTI Wilayah X                                       Copyrights by Attribution-NonComercial 4.0 International 
347 

Dimana hasil dari elektrofoteris dari isolat AT 2 didapatkan hasil sebagai berikut: 

 

 

Gambar 1. Hasil Elektoforesis dari Produk Amplifikasi Gen 16S rRNA isolat bakteri 

 endofit Daun muda (DM) dengan ukuran pita DNA ± 1,300bp dengan 

ukuran pita DNA ±1300bp  (DNA marker) 1 kb DNA ladder. 

 

  Hasil elektroforesis DM (Daun Muda)diketahui terdapat pita yang teseparasi dan 

sejajar dengan marker sekitar 1.300 bp. Hal ini mengindikasikan bahwa fragmen gen yang 

terimplikasi dengan ukuran ± 1,300bp, sehingga dapat disimpulkan bahwa proses amplifikasi 

bakteri berhasil dilakukan. Selanjutnya isolat dideterminasi dengan menggunakan sekuen 16S 

rRNA yang dianalisis secara lengkap di 1st BASE Singapura melalui PT. Genetika Science. 

Pada sekuen tersebut dilakukan dengan program BLAST-N (Basic Local Aligment Search 

Tool-Nukelotida). Hasil analisis BLAST dari isolat DM seperti pada  gambar berikut : 

 

 

Gambar 2. Hasil Analisis BLAST dari Isolat Bakteri Endofit AT 2 

 

Analisis BLAST dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan hasil yang diperoleh 

dengan hasil sekuen DNA dari seluruh dunia yang didepositkan pada database Gen Bank. 

Informasi dari hasil BLAST tersebut berupa Query Coverage dan Maximum identity. Query 

coverage adalah persentasi dari panjang nukleotida yang selaras dengan database yang 

terdapat pada BLAST. Maximum identity adalah nilai tertinggi dari persentasi identitas atau 

kecocokan antara sekuen query dengan sekuen database yang tersejajarkan. Setelah sekuens 

M DM 
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sampel DM dicocokkan dengan sekuens database pada BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) yang diakses secara online melalui website NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Maka diperoleh hasil bahwa isolat DM yaitu Bacillus 

thuringiensis strain S38 16S ribosomal RNA, Dimana isolat DM memiliki tingkat kesamaan 

panjang nukleotida pada database di BLAST mencapai 100% dan memiliki kecocokan 

sekuens mencapai 100% dengan Bacillus thuringiensis strain S38 16S ribosomal RNA. 

menurut Akihary (2020) Apabila homologi sekuen 16S rRNA menunjukkan <97,5 % dapat 

dikatan sebagai spesies yang berbeda atau novel spesies dan dikatakan satu spesies apabila 

kemiripan yang dimiliki adalah 99%. 

 

SIMPULAN 

1. Bakteri endofit dari daun sirih hutan (Piper aduncum L)dapat diisolasi dan memiliki 3 

isolat bakteri yaitu 1 isolat dari daun pucuk (DP), 1 isolat daun muda (DM) dan 1 isolat 

daun tua (DT).  

2. Isolat bakteri endofit dari daun sirih hutan menunjukkan adanya kemampuan aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan daya hambat rendah, dan pada 

bakteri Escherichia coli seluruhnya tidak mempunyai daya hambat. Serta identifikasi 

secara molekuler menggunakan gen 16S rRNA dilakukan pada isolat bakteri yang 

memiliki aktivitas antibakteri terbesar yaitu bakteri endofit DM dengan Bacillus 

thuringiensis denganstrain S38 dan Query Coverage 100% dan identitas 100%.  
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