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 Rambutan (Nephelium lappaceum L.) is one of the many tropical plants found in Indonesia. The leaves of the 

rambutan plant are known to be used as medicine, so they have the potential to be a source of endophytic 

bacteria that can produce beneficial compound. This study aims to isolate, identify of endophytic bacteria from 
rambutan leaves, and test their activity as an antibacterial with two different secondary metabolite extraction 
methods, namely maceration with 70% methanol and without maceration. This study used experimental 

research with a Completely Ramdomized Design (CRD). Isolation of endophytic bacteria from rambutan leaves 
produced two isolates (D1 and D2). The results of identification through macroscopic, microscopic, and 
biochemical test showed that two pure isolates had similarities to genus Bacillus sp. Antibacterial activity 

testing was carried out using well diffusion method. Based on the results of antibacterial test showed that 

extraction method with 70% methanol produced an extract that was more effective as an antibacterial with 

average diameter of clear zone formed for Escherichia coli bacteria were 13.55 mm (Isolate D1) and 12.13 mm 
(Isolate D2) and that of Bacillus subtilis bacteria were 16.27 mm (Isolate D1) and 19.69 mm (Isolate D2). This 

finding contributes to the fact that the type of secondary metabolite extraction method of rambutan leaf 
endophytic bacteria influences the sensivity as an antibacterial. 
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  Abstrak
 

  Rambutan (Nephelium lappaceum L.) merupakan salah satu tanaman tropis yang banyak ditemukan 

di Indonesia. Daun tanaman rambutan diketahui dapat dijadikan sebagai obat sehingga memiliki 
potensi sebagai sumber bakteri endofit yang dapat menghasilkan senyawa bermanfaat. Penelitian 

ini bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi bakteri endofit dari daun rambutan, dan 
menguji aktivitasnya sebagai antibakteri dengan dua metode ekstraksi metabolit sekunder yang 
berbeda, yaitu maserasi dengan metanol 70% dan tanpa maserasi. Penelitian ini menggunakan 

jenis penelitian eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Isolasi bakteri endofit 
daun rambutan menghasilkan dua isolat (D1 dan D2). Hasil identifikasi secara makroskopis, 

mikroskopis, dan uji biokimia menunjukkan bahwa kedua isolat murni memiliki kemiripan 

dengan genus Bacillus sp. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan menggunakan metode difusi 

sumuran. Berdasarkan hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa metode ekstraksi dengan metanol 
70% menghasilkan ekstrak yang lebih efektif sebagai antibakteri dengan rerata diameter zona 

bening yang terbentuk pada bakteri Escherichia coli sebesar 13.55 mm (Isolat D1) dan 12.13 mm 

(Isolat D2) serta bakteri Bacillus subtilis sebesar 16.27 mm (Isolat D1) dan 19.69 mm (Isolat D2). 
Temuan ini menghasilkan kontribusi bahwa jenis metode ekstraksi metabolit sekunder bakteri 
endofit daun rambutan berpengaruh terhadap sensivitasnya sebagai antibakteri. 
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PENDAHULUAN 

Rambutan (Nephelium lappaceum L.) merupakan salah satu jenis tanaman tropis. Thailand, 

Malaysia, dan Indonesia menjadi tiga negara terbesar pembudidaya buah rambutan sebanyak 80% dari 

total produksi buah rambutan di dunia dan menjadi pengekspor buah rambutan ke negara lain khususnya 

pada kawasan Asia (Ahmad & Chua, 2013; Chai et al. 2019; Jahurul et al. 2020). Tingginya produksi 

rambutan didukung oleh data Badan Pusat Statistik (BPS) yang mencatat bahwa produksi rambutan di 

Indonesia mencapai 855.162 ton pada tahun 2022. Rambutan banyak dibudidayakan oleh masyarakat 

Indonesia karena memiliki beraneka macam manfaat. Lisdiana & Dewi (2017), menyebutkan jika daun, 

akar, biji, dan kulit batang tanaman rambutan dapat dijadikan sebagai obat. Diperkuat oleh Afzaal et al., 

(2023), kadar protein, mineral, vitamin, karbohidrat, dan antioksidan yang terkandung dalam buah 

rambutan sangat melimpah. 

Bakteri endofit merupakan organisme mikroskopis yang hidup secara berkoloni di dalam jaringan 

tumbuhan tanpa menyebabkan kerusakan pada tanaman inang. Bakteri endofit berperan dalam 

melindungi tanaman inang dari serangan patogen, sedangkan tanaman inang mampu menyediakan 

nutrisi yang dibutuhkan bakteri endofit (Abdallah et al., 2019; Maulidia et al., 2020; Soliha et al., 2021; 

Verma et al., 2019). Interaksi tersebut memberikan sifat mutualisme antara bakteri endofit dan tanaman 

inang (Kogel et al., 2006). Adanya hubungan mutualisme tersebut menyebabkan terjadinya rekombinasi 

gen sehingga bakteri endofit mampu menghasilkan metabolit sekunder yang sama dengan tanaman 

inangnya (Abdallah et al., 2019; Gouda et al., 2016; Patil et al., 2016; Sarjono et al., 2019). Tallei et al., 

(2020), menjelaskan jika metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit mampu digunakan 

sebagai senyawa antibakteri. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Chigurupati et al., (2019), 

daun rambutan diketahui memiliki bakteri endofit dengan jenis Escherichia coli. Suhandono et al., (2016), 

juga menunjukkan bahwa buah rambutan diketahui memiliki bakteri endofit dengan genus 

Corynebacterium, Bacillus, Chryseobacterium, Staphylococcus, dan Curtobacterium.  

Penelitian yang telah dilakukan oleh Pratiwi (2015), menyebutkan bahwa metabolit sekunder 

bakteri endofit daun rambutan yang diekstraksi menggunakan metode tanpa maserasi dapat 

menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, dan 

Bacillus subtilis. Selain menggunakan metode tanpa maserasi, ekstraksi senyawa metabolit sekunder 

bakteri endofit dapat dilakukan dengan proses maserasi. Metode maserasi memiliki prinsip kerja secara 

difusi dan osmosis pada sampel saat dilakukan perendaman dengan pelarut. Kelebihan metode ini adalah 

proses yang sederhana dan ekonomis karena hanya membutuhkan wadah tertutup sebagai tempat 

ekstraksi, namun membutuhkan waktu yang lama dalam ekstraksi sehingga menjadi kelemahan dalam 

metode ini (Naviglio et al., 2019; Tambun et al., 2021). 

Maserasi umumnya menggunakan pelarut organik seperti metanol, etanol, air, ataupun 

campuran dari beberapa pelarut (Cacique et al., 2020; Utami dan Putri, 2020). Pemilihan jenis pelarut 

menjadi faktor penentu keberhasilan ekstraksi metabolit sekunder. Hammado dan Illing, (2013), 

menyebutkan bahwa suhu didih pelarut, daya kelarutan, mudah terbakar atau tidak, toksisitas pelarut, 
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dan ada pengaruh tidaknya pada alat ekstraksi menjadi beberapa faktor yang perlu diperhatikan dalam 

memilih pelarut. Menurut Kusbandari & Susanti (2017), metanol merupakan pelarut dengan sifat 

universal sehingga mampu melarutkan metabolit sekunder dengan sifat polar dan nonpolar seperti 

flavonoid, steroid, alkaloid, dan saponin.  

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka perlu dilakukan penelitian mengenai metode ekstraksi 

metabolit sekunder bakteri endofit daun rambutan yang paling efektif dalam menghambat pertumbuhan 

bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengindentifikasi bakteri endofit dari daun 

rambutan serta menguji aktivitasnya sebagai antibakteri dengan dua metode ekstraksi metabolit sekunder 

yang berbeda untuk mengetahui metode ekstraksi yang paling efektif sebagai antibakteri terhadap bakteri 

Escherichia coli dan Bacillus subtilis. 

METODE 

Pengambilan Sampel Daun Rambutan dan Desain Penelitian 

Pengambilan sampel daun rambutan dilakukan di wilayah Kecamatan Gunungpati tepatnya di 

Jl. Taman Siswa, Gg. Cempaka Sari Timur, RT 4/RW 1, Kelurahan Sekaran, Kota Semarang. Daun 

rambutan dipetik dengan kriteria berupa daun berumur muda, berwarna hijau, dan sehat. Penelitian 

dilaksanakan dalam waktu 6 bulan pada bulan Januari hingga Juni 2023 di Laboratorium Mikrobiologi, 

Universitas Negeri Semarang. Penelitian ini menggunakan jenis penelitian ekperimental dengan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) satu faktor dengan 5 pengulangan pada masing-masing bakteri uji. 

Variabel bebas berupa variasi metode ekstraksi metabolit sekunder bakteri endofit daun rambutan. 

Variabel terikat yang didapatkan adalah diameter zona hambat dari metabolit sekunder bakteri endofit 

daun rambutan terhadap bakteri uji E. coli dan B. subtilis. Variabel kontrol berupa medium pertumbuhan 

bakteri NA (Nutrient Agar) dan NB (Nutrient Broth) yang sudah ditambah nistatin sebagai antijamur. 

Isolasi Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Daun rambutan diiris dengan potongan melintang menjadi ukuran 2x2 cm menggunakan pisau 

secara aseptis. Potongan daun rambutan kemudian dicuci bersih menggunakkan air mengalir, 

selanjutnya dilakukan sterilisasi permukaan dengan perendaman menggunakan alkohol 70% selama 1 

menit, kemudian natrium hipoklorit (NaOCl) 2% selama 5 menit, dan direndam kembali menggunakan 

alkohol 70% selama 30 detik. Potongan daun rambutan kemudian dibilas dengan perendaman 

menggunakan akuades steril sebanyak dua kali dengan waktu 1 menit untuk setiap perendaman akuades 

(Pratiwi, 2015). Potongan daun rambutan kemudian ditanam secara aseptis menggunakan pinset ke 

dalam media NA yang sudah ditambahkan nistatin dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.  

Pemurnian Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Koloni bakteri yang tumbuh di sekitar potongan daun rambutan dengan ciri morfologi yang 

berbeda diambil sebanyak 1 ose kemudian dilakukan sub kultur berulang pada media NA baru 

menggunakan metode streak plate hingga didapatkan kultur murni bakteri endofit (Sari et al., 2020; 

Sharma & Mallubhotla, 2022; Sipriyadi et al., 2022; Sulistiyani et al., 2016; Tallei et al., 2020). Isolat 

murni bakteri endofit kemudian diperbanyak pada cawan petri dengan metode streak plate sebagai stock 

culture dan pada agar miring dalam tabung reaksi sebagai working culture. 
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Identifikasi Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Identifikasi dilakukan pada isolat murni bakteri endofit daun rambutan hasil pemurnian yang 

mengacu pada Bergey’s manual of systematic bacteriology. Identifikasi dilakukan dengan pengamatan secara 

makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia. Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati 

koloni bakteri endofit yang tumbuh secara memisah dalam media NA meliputi parameter bentuk, 

ukuran, warna, tepian, elevasi, tekstur, optical property, dan kenampakan koloni. Pengamatan 

mikroskopis dilakukan dengan pengecatan Gram dan pengecatan endospora. Uji biokimia dilakukan 

dengan uji katalase menggunakan Hidrogen peroksida (H2O2) 3% (Sadikin et al. 2021). 

Regenerasi Bakteri Uji Escherichia coli dan Bacillus subtilis 

Isolat murni bakteri E. coli dan B. subtilis dari koleksi laboratorium Mikrobiologi FMIPA UNNES 

diambil sebanyak 1 ose kemudian dilakukan peremajaan pada media NA baru menggunakan metode 

streak plate lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Hasil peremajaan bakteri E. coli dan B. subtilis 

kemudian dilakukan pengecatan Gram untuk memastikan sifat Gram dari masing-masing sel bakteri. 

Bakteri E. coli dan B. subtilis selanjutnya dilakukan perbanyak pada cawan petri menggunakan metode 

streak plate sebagai stock culture dan dibuat agar miring pada tabung reaksi sebagai working culture. 

Ekstraksi Metabolit Sekunder Bakteri Endofit Daun Rambutan Tanpa Menggunakan Maserasi  

Isolat murni bakteri endofit daun rambutan diremajakan pada media NA baru menggunakan 

metode streak plate. Setelah diremajakan, isolat bakteri endofit diambil sebanyak 1 ose dan dimasukkan 

ke dalam larutan NaCl fisiologis 0,9% 10 mL dan divortex hingga homogen, kemudian disamakan 

kekeruhannya dengan standar larutan McFarland 0,5 agar suspensi bakteri memiliki jumlah kepadatan 

1,5x108 CFU/mL (Sari et al., 2020). NaCl 0,9% 10 ml yang sudah berisi biakan bakteri endofit kemudian 

dimasukkan ke dalam media NB 100 mL dan diinkubasi menggunakan shaker inkubator selama 48 jam, 

120 rpm, dan suhu 30°C (Rahman et al., 2017; Rahman et al., 2022).  

 Setelah dishaker selama 48 jam, ekstraksi senyawa metabolit sekunder dilakukan dengan 

mengambil 2 mL kultur cair bakteri endofit ke dalam tube centrifuge 2 mL. Selanjutnya, dilakukan 

sentrifugasi menggunakan centrifuge pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit dengan suhu 4°C (Irma 

et al., 2018; Rahman et al., 2017; Rahman et al., 2022; Sabu & Radhakrishnan, 2016). Supernatan bakteri 

endofit pada bagian atas yang sudah terpisah dengan pellet kemudian diambil menggunakan mikrotip 

steril dan dimasukkan ke dalam botol flakon steril (Sari et al., 2020). 

Ekstraksi Metabolit Sekunder Bakteri Endofit Daun Rambutan Menggunakan Maserasi Metanol 70% 

Ekstraksi senyawa metabolit sekunder bakteri endofit daun rambutan menggunakan pelarut 

metanol 70% mengacu pada metode yang dilakukan oleh Nofiani et al. (2009) dan Pandiangan (2014). 

Isolat murni bakteri endofit daun rambutan diremajakan menggunakan metode streak plate. Setelah 

diremajakan isolat bakteri endofit diambil sebanyak 1 ose kemudian dimasukkan ke dalam larutan NaCl 

fisiologis 0,9% dan divortex. Kemudian kekeruhan bakteri disamakan dengan larutan McFarland 0,5 

yang setara dengan kepadatan bakteri sekitar 1,5x108 CFU/mL (Rahman et al., 2022).  
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Suspensi bakteri endofit dalam NaCl 0,9% dioleskan secara merata pada media NA 

menggunakan cotton bud steril dan diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C. Setelah inkubasi, media 

NA dicacah kecil menggunakan pisau steril dan dimasukkan ke dalam pelarut metanol 70% 150 ml 

dalam erlenmeyer. Kemudian dilakukan maserasi selama 48 jam di dalam inkubator bakteri pada suhu 

37°C. Setelah maserasi selama 48 jam, hasil maserasi kemudian disaring menggunakan kertas saring 

WhatmanTM untuk menghilangkan residu. Filtrat kemudian diambil sebanyak 2 mL dan dimasukkan ke 

dalam tube centrifuge 2 mL dan disentrifugasi selama 15 menit, 5000 rpm, dan suhu 4°C. Hasil supernatan 

yang terbentuk pada bagian atas dipindahkan ke dalam botol flakon steril, kemudian dilakukan 

penguapan metanol 70% menggunakan waterbath selama 1 jam dengan suhu 60°C (Dewi et al., 2022). 

Uji Aktivitas Antibakteri 

Pengujian aktivitas antibakteri dari metabolit sekunder bakteri endofit daun rambutan 

dilakukan menggunakan bakteri uji E. coli sebagai bakteri Gram negatif dan B. subtilis sebagai 

bakteri Gram positif. Bakteri uji diremajakan terlebih dahulu menggunakan metode streak plate. 

Setelah diremajakan, bakteri uji diambil sebanyak 1 ose kemudian diinokulasikan dalam larutan NaCl 

fisiologis 0,9% dan divortex hingga homogen. Suspensi bakteri uji kemudian disamakan 

kekeruhannya dengan larutan McFarland 0,5 (1,5x108 CFU/ml). Selanjutnya, suspensi bakteri uji 

dioleskan menggunakan cotton bud steril pada media NA secara merata (Rahman et al., 2022; Sari et 

al., 2020; Sharma & Mallubhotla, 2022).   

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi sumuran (Tallei et al., 

2020). Media NA yang telah dioleskan secara merata bakteri uji kemudian dibuat sumuran secara 

aseptis menggunakan cork borer berdiameter 6 mm. Supernatan bakteri endofit dimasukkan pada 

lubang sumuran sebanyak 50 µl secara steril menggunakan mikropipet (Sulistiyani et al., 2016). 

Kemudian sampel diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Mohamad et al., 2018; Tallei et al., 

2020). Kontrol positif menggunakan chloramphenicol 2.5% dan kontrol negatif menggunakan 

akuades steril (Sulaiha et al., 2022).  

Keberadaan zona bening yang terbentuk disekitar sumuran menandakan adanya 

penghambatan pertumbuhan dari metabolit sekunder bakteri sekunder terhadap bakteri uji. Diameter 

zona hambat kemudian diukur menggunakan kaliper digital untuk menggolongkan kekuatan sifat 

antibakteri dari metabolit sekunder (Islam et al., 2018; Sipriyadi et al., 2022).  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Isolasi Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Hasil isolasi bakteri endofit daun rambutan setelah diinkubasi selama 48 jam dapat diamati pada 

Gambar 1.  
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Gambar 1. Hasil isolasi bakteri endofit daun rambutan 

Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa koloni bakteri tumbuh di sekitar area penanaman sampel 

potongan daun rambutan setelah diinkubasi selama 48 jam. Hasil ini sejalan dengan hasil penelitian 

Sadikin et al., (2021), yang menunjukkan bahwa koloni bakteri endofit daun kelor tumbuh setelah 

dilakukan inkubasi selama 48 jam. Tidak adanya koloni bakteri yang tumbuh di luar area penanaman 

sampel dapat menjadikan bukti bahwa koloni bakteri yang tumbuh di sekitar area penanaman sampel 

merupakan bakteri endofit dari daun rambutan. Diperkuat oleh hasil dari beberapa penelitian seperti 

Anjum & Chandra, (2015); Beiranvand et al., (2017); Putri et al., (2018); Sadikin et al., (2021); 

Vijayalakshmi et al., (2016), yang memperlihatkan bahwa koloni bakteri endofit tumbuh pada area sekitar 

penanaman sampel setelah diinkubasi. 

Koloni bakteri endofit daun rambutan yang tumbuh (Gambar 1) memperlihatkan dua jenis 

bakteri dengan ciri morfologi yang berbeda, yaitu tekstur halus dan kasar. Variasi jenis bakteri endofit 

dalam suatu tanaman umumnya tidak menentu, hal ini terjadi karena disebabkan oleh adanya beberapa 

faktor seperti genotip tanaman inang (Horton et al., 2014; Walitang et al., 2018; Wu et al., 2021), jenis 

jaringan (Dai et al., 2014), usia tanaman (Vendan et al., 2010), lokasi tumbuh tanaman (González & 

Tello, 2011), kondisi kesehatan tanaman inang (Arnold et al., 2003; Bogas et al., 2015) dan keadaan 

lingkungan (Abdallah et al., 2019; Pancher et al., 2012) seperti musim (Sadeghi et al., 2019), suhu, curah 

hujan (Arnold & Lutzoni, 2007; Fan et al., 2020).  

Adanya kriteria dalam pemilihan sampel daun dalam tahap isolasi juga menjadi penentu tingkat 

keanekaragaman jenis bakteri endofit. Pada penelitian ini digunakan sampel daun rambutan berumur 

muda, berwarna hijau, dan sehat. Penggunaan sampel daun berumur muda sejalan dengan hasil 

penelitian Fan et al., (2020), yang menyatakan bahwa daun berumur muda diketahui memiliki 

keanekaragaman jenis mikroba endofit yang lebih besar daripada yang ditemukan pada daun berumur 

dewasa. Oono et al., (2015), juga menambahkan diversitas mikroba endofit pada tanaman akan semakin 

menurun seiring bertambahnya usia tanaman. Penurunan jenis mikroba endofit tersebut disebabkan 

adanya perbedaan sifat fisiologis daun berumur muda dan dewasa, seperti perbedaan komposisi 

karbohidrat, fosfor, dan senyawa fenolik (Fan et al., 2020; Kolton et al., 2017; Lin et al., 2014). Didukung 

oleh (Babu et al., 2018), daun muda yang terdapat pada tanaman berumur muda memiliki kadar nutrisi 

yang signifikan lebih tinggi daripada daun muda yang terdapat pada tanaman berumur tua. 
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Identifikasi Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Bakteri endofit yang telah dimurnikan dengan subkultur berulang menggunakan metode streak 

plate selanjutnya diidentifikasi dengan pengamatan secara makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia. 

Hasil pemurnian bakteri endofit daun rambutan disajikan pada Gambar 2. 

 

 

Gambar 2. Isolat murni bakteri endofit daun rambutan. (a). Isolat D1 (Halus), dan (b). Isolat D2 (Kasar) 

Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati morfologi koloni isolat murni bakteri 

endofit yang tumbuh secara memisah pada media NA. Berdasarkan pengamatan morfologi koloni dari 

kedua isolat murni bakteri endofit daun rambutan (Gambar 2) didapatkan data pengamatan makroskopis 

yang tersaji pada Tabel 1. 

Tabel 1. Morfologi koloni bakteri endofit daun rambutan 

Parameter Pengamatan Isolat D1 Isolat D2 

Bentuk (Shape) Bulat Bulat 

Warna (Color) Putih kekuningan Putih kelabu 

Tepian (Edge) Rata Bergelombang 

Elevasi (Elevation) Datar Cembung 

Ukuran (Size) Besar (6 mm) Besar (5 mm) 
Tekstur (Texture) Halus Kasar 
Optical property Buram Buram 
Kenampakan (Appearance) Kusam Kusam 

 

Pengamatan mikroskopis dalam penelitian ini dilakukan dengan pengecatan Gram dan 

endospora. Uji biokimia dilakukan dengan uji katalase menggunakan hidrogen peroksida (H2O2) 3%. 

Hasil identifikasi secara mikroskopis dan uji biokimia tersaji pada Tabel 2. 

Tabel 2. Karakter sel bakteri endofit daun rambutan 

Parameter Uji Aspek Pengamatan Parameter 
Hasil Pengamatan 

Isolat D1 Isolat D2 

Pengecatan Gram 
Sifat Gram dan Gram positif (+) Gram positif (+) 

Bentuk sel Batang panjang Batang pendek 
Pengecatan endospora Keberadaan endospora (+) (+) 

Uji katalase Terbentuknya gelembung (+) (+) 
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Berdasarkan hasil pengamatan secara makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia, kedua isolat 

murni bakteri endofit daun rambutan diketahui memiliki kemiripan dengan genus Bacillus sp. Hal ini 

diperkuat oleh hasil beberapa penelitian, seperti Andalib et al., (2016), bakteri genus Bacillus memiliki ciri 

morfologi koloni berbentuk bulat, elevasi datar, tepian rata, warna putih, tekstur halus, dan sel bakteri 

jenis Gram positif berbentuk batang. Suhandono et al., (2016), buah rambutan kultivar binjai memiliki 

bakteri endofit jenis B. tequilensis dengan ciri morfologi koloni berwana putih, bentuk bulat, tepian 

bergelombang, elevasi cembung, dan jenis Gram positif berbentuk batang.  

Hasil penelitian Puspita et al., (2017), melaporkan bahwa bakteri Bacillus memiliki morfologi 

dengan ciri bentuk bulat, warna putih, tepian rata, elevasi datar-cembung, terdapat endospora dan 

menghasilkan enzim katalase. Griffiths dan Schraft, (2017), menyebutkan bakteri B. cereus memiliki 

endospora dengan tipe central-subterminal, elliptical, dan dapat memproduksi enzim katalase. Ghosh et al., 

(2002), jenis B. circulans memiliki morfologi koloni dengan elevasi cembung, tekstur kasar, tipe endospora 

subterminal dan spherical. Jenis B. pumilus bercirikan elevasi cembung, tekstur halus, tipe endospora 

terminal dan elliptical serta keduanya memiliki sel berbentuk batang dan mampu menghasilkan katalase 

Uji Aktivitas Antibakteri dari Bakteri Endofit Daun Rambutan 

Hasil uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan mengukur diameter vertikal dan horizontal dari 

zona bening yang terbentuk pada sekitar area sumuran menggunakan kaliper digital. Hasil pengukuran 

zona hambat disajikan pada Tabel 3 dan 4. 

Tabel 3. Diameter zona hambat dari ekstraksi metabolit sekunder tanpa menggunakan maserasi 

Bakteri Uji Pengulangan 
Diameter Zona Hambat (mm) 

D1P1 D2P1 K+ K- 

Escherichia coli 

1 9.25 5.8 22.85 0 

2 8.1 5.9 22.25 0 

3 7.4 5.35 23 0 

4 9.3 5.1 23 0 

5 7.75 5.05 22.75 0 

Rerata±sd 8.36±0.8c 5.44±0.3b 22.7±0.3d 0a 

Bacillus subtilis 

1 6.15 9.5 28.1 0 

2 6.6 9.6 27.7 0 

3 6.55 10.1 27 0 

4 7.25 9.7 27.1 0 

5 7.05 10.5 27.1 0 

Rerata±sd 6.72±0.4b 9.88±0.4c 27.4±0.4d 0a 

Keterangan: D1P1 (Isolat D1), D2P1 (Isolat D2), K+ (Chloramphenicol 2.5%), dan K- (Akuades steril).  
                      Notasi a, b, c, d yang berbeda pada kolom rerata menunjukkan bahwa perlakuan yang  
                      diberikan berbeda nyata pada masing-masing bakteri uji berdasarkan uji Duncan dan notasi  
                      yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata. 
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Tabel 4. Diameter zona hambat dari ekstraksi metabolit sekunder menggunakan maserasi metanol 70% 

Bakteri Uji Pengulangan 
Diameter Zona Hambat (mm) 

D1P2 D2P2 K+ K- 

Escherichia coli 

1 14.2 12.1 24.75 0 

2 12.65 11.9 25.6 0 

3 13.6 12.25 26.3 0 

4 12.9 11.55 25.15 0 

5 14.4 12.85 26.25 0 

Rerata±sd 13.55±0.7c 12.13±0.4b 25.61±0.6d 0a 

Bacillus subtilis 

1 16.6 20.55 27.75 0 

2 16.2 19.5 28 0 

3 15.05 18.65 29.55 0 

4 17.25 20 29.5 0 

5 16.25 19.75 28.1 0 

Rerata±sd 16.27±0.8b 19.69±0.6c 28.58±0.8d 0a 

Keterangan: D1P2 (Isolat D1), D2P2 (Isolat D2), K+ (Chloramphenicol 2.5%), dan K- (Akuades steril).    
                      Notasi a, b, c, d yang berbeda pada kolom rerata menunjukkan bahwa perlakuan yang  
                      diberikan berbeda nyata pada masing-masing bakteri uji berdasarkan uji Duncan dan notasi  

                      yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata. 
 

Berdasarkan Tabel 3 dan 4 menunjukkan bahwa kontrol positif (K+) berupa chloramphenicol 2.5% 

menghasilkan penghambatan paling optimal terhadap kedua bakteri uji E. coli dan B. subtilis. 

Chloramphenicol merupakan antibiotik berspektrum luas yang mampu menghambat sintesis protein pada 

bakteri. Mekanisme kerja chloramphenicol dijelaskan dengan mengikat reseptor 50S pada ribosom bakteri, 

pengikatan ini menyebabkan fungsi enzim transferase peptidil pada bakteri menjadi terhambat sehingga 

transfer asam amino ke peptida terhenti dan mengakibatkan penghambatan terbentuknya protein pada 

bakteri (Dinos et al., 2016; Giannopoulou et al., 2019; Joseph et al., 2015). 

 

Tabel 5. Rerata±sd diameter zona hambat dua metode ekstraksi terhadap bakteri uji 

Bakteri Uji 

Rerata±sd Diameter Zona Hambat (mm) 

Ekstraksi Tanpa Maserasi Ekstraksi Dengan Maserasi Metanol 70% 

D1P1 D2P1 D1P2 D2P2 
Escherichia coli 8.36±0.8b 5.44±0.3a 13.55±0.7d 12.13±0.4c 

Bacillus subtilis 6.72±0.4a 9.88±0.4b 16.27±0.8c 19.69±0.6d 

Keterangan: D1 (Isolat D1), D2 (Isolat D2), P1 (Ekstraksi tanpa maserasi), dan P2 (Ekstraksi dengan   
                     maserasi metanol 70%). Notasi a, b, c, d yang berbeda pada kolom masing-masing bakteri  
                     uji menunjukkan bahwa perlakuan metabolit sekunder dari kedua metode ekstraksi yang  
                     diberikan berbeda nyata pada masing-masing bakteri uji berdasarkan uji Duncan dan notasi  
                     yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata. 
 

Berdasarkan rerata diameter zona hambat yang tertera pada Tabel 5 diketahui bahwa metode 

ekstraksi metabolit sekunder menggunakan maserasi metanol 70% memiliki penghambatan lebih optimal 

pada bakteri uji E. coli dan B. subtilis daripada metode tanpa maserasi. Metanol merupakan pelarut 

universal yang dapat melarutkan senyawa polar, semipolar bahkan nonpolar (Kusbandari & Susanti, 

2017; Suryani et al., 2015). Tingkat kepolaran pelarut juga ditentukan oleh adanya nilai konstanta 

dielektrik pelarut, konstanta dielektrik dapat diartikan sebagai aksi saling menolak dari dua partikel 

bermuatan listrik dalam suatu senyawa (Verdiana et al., 2018). Metanol sebagai pelarut universal 

diketahui memiliki konstanta dielektrik sebesar 32,6 (Masegi et al., 2020), sehingga metanol mampu 



Hasyim Abdurrasyid dkk./ Life Science 13 (2) 2024 

  153 

mengekstraksi senyawa golongan flavonoid, steroid, alkaloid, saponin, tanin, fenol, dan terpenoid pada 

suatu komponen (Dewi et al., 2022; Kusbandari & Susanti, 2017). 

 Bakteri endofit diketahui dapat mensekresikan metabolit sekunder yang serupa dengan tanaman 

inangnya (Abdallah et al., 2019; Gouda et al., 2016; Patil et al., 2016; Sarjono et al., 2019). Daun rambutan 

diketahui dapat memproduksi berbagai senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, saponin, 

tanin, fenol, terpenoid, steroid (Chigurupati et al., 2019; de Santana Santos et al., 2021; Pratiwi, 2015; 

Putri et al., 2021; Sulistiyaningsih et al., 2017). Sehingga dapat diketahui bahwa senyawa metabolit 

sekunder yang terkandung dalam isolat murni bakteri endofit daun rambutan dapat diekstraksi secara 

penuh selama proses maserasi menggunakan pelarut metanol 70%. 

Senyawa flavonoid memiliki tiga mekanisme kerja sebagai antibakteri, yaitu melenyapkan 

bakteri secara langsung, bersinergi pada pengaktifan antibiotik, serta melemahkan tingkat patogenitas 

bakteri (Xie et al., 2015). Cushnie & Lamb, (2011), juga menambahkan senyawa flavonoid sebagai 

antibakteri dapat memproduksi hidrogen peroksida yang berfungsi dalam menghancurkan membran 

sitoplasma pada bakteri, memperlambat kerja enzim topoisomerase dalam sintesis asam nukleat, 

menghambat kinerja ATP sintase sehingga metabolisme energi bakteri terhambat, serta menghambat 

sintesis dinding dan membran sel pada bakteri. Peran steroid sebagai antibakteri dengan berikatan pada 

membran lipid sehingga mengakibatkan kebocoran sel pada lisosom bakteri (Shinde & Mulay, 2015). 

Saponin dapat berasosiasi dengan kolesterol membran sel bakteri, kemudian membentuk pori-pori yang 

menyebabkan membran sel pecah (Amaha et al., 2022). Sejalan dengan hasil penelitian Dong et al. (2020), 

menunjukkan bahwa aktivitas saponin dapat menyebabkan kerusakan pada dinding sel, membran, 

sitoplasma, protein membran yang memicu kebocoran sel bakteri.   

Senyawa fenol diketahui mampu menyebabkan degradasi membran luar, mengubah sifat 

permeabilitas, muatan, transfer ion, dan komposisi molekul pada dinding sel bakteri (Carvalho et al., 

2018; Rattanata et al., 2016). Tanin memiliki tiga mekanisme dalam penghambatan pertumbuhan bakteri, 

pertama tanin mampu menarik molekul besi disekitarnya, sehingga bakteri akan mengalami kondisi 

defisiensi molekul besi. Kondisi ini mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan bakteri. Kedua, tanin 

mampu memperlambat proses sintesis enzim pembentuk dinding sel bakteri. Ketiga, secara khusus tanin 

mampu melekat dan meningkatkan permebilitas membran sel bakteri, akibatnya senyawa antibakteri 

mudah menembus masuk ke dalam sel bakteri (Farha et al., 2020).  

Alkaloid memiliki beberapa mekanisme sebagai antibakteri, seperti menghambat sintesis asam 

nukleat dan protein bakteri, mengubah sifat permeabilitas membran sel, mendegradasi dinding sel, 

menganggu metabolisme bakteri, serta menghambat siklus efflux pada bakteri (Yan et al., 2021). 

Selanjutnya, senyawa terpenoid bersifat bakteriostik karena dapat mendegradasi dinding sel dengan 

menyebabkan ketidakstabilan pada struktur sel bakteri, menghambat aktivitas pembentukan ATP dan 

sistem transport pada bakteri (Ergüden, 2021). Dilaporkan oleh Alibi et al., (2021), bahwa terpenoid 

mampu menghambat metabolisme glutamat dan aspartat yang menyebabkan berubahnya jalur 

fotorespirasi dan fotosintesis pada bakteri. 
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Adanya perbedaan ukuran diameter zona hambat yang terbentuk pada bakteri uji (Tabel 5), 

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan komposisi struktur antara bakteri E. coli (Gram negatif) dan B. 

subtilis (Gram positif). Bakteri Gram negatif memiliki membran luar yang terususun atas lipopolisakarida 

(Iguchi et al., 2015). Krishnamoorthy et al., (2016); Nikaido, 2003; Nikaido & Pagès, (2012); Zgurskaya 

et al., (2015), melaporkan bahwa lapisan ini memiliki fungsi dalam menghalangi masuknya senyawa 

hidrofilik ataupun hidrofobik yang bersifat antibiotik. Sehingga, kehadiran lapisan lipopolisakarida 

menyebabkan bakteri Gram negatif lebih bersifat resisten terhadap senyawa antibiotik. Sementara itu, 

bakteri Gram positif memiliki komposisi penyusun dinding sel berupa lapisan peptidoglikan, asam 

teikoat, dan protein (Wang et al., 2021). Lapisan peptidoglikan pada bakteri Gram positif tersusun atas 

karbohidrat dan protein, dimana kedua molekul tersebut memiliki sifat polar (Dewi et al., 2022). 

Akibatnya, metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat murni bakteri endofit daun rambutan yang 

merupakan senyawa polar akan lebih mudah berdifusi masuk ke dalam sel bakteri Gram positif (B. 

subtilis). Sejalan dengan prinsip like dissolves like yang menyebutkan bahwa molekul bersifat polar akan 

mudah larut dan berikatan dengan senyawa bersifat polar lainnya dan sebaliknya (Ali et al., 2015; Breil 

et al., 2017).   

 Berdasarkan hasil pengujian antibakteri yang telah dilakukan, kekuatan penghambatan metabolit 

sekunder yang diekstraksi menggunakan dua metode berbeda dan diujikan terhadap bakteri E. coli dan 

B. subtilis dapat dikategorikan menurut Fajeriyati & Andika, (2017), bahwa pada metode ekstraksi 

metabolit sekunder tanpa menggunakan maserasi isolat D1 dan D2 memiliki penghambatan yang sedang 

pada kedua bakteri uji, dimana pada E. coli sebesar 8.36 mm dan 5.44 mm, serta pada B. subtilis sebesar 

6.72 mm dan 9.88 mm. Pada metode ekstraksi metabolit sekunder menggunakan maserasi metanol 70% 

isolat D1 dan D2 menunjukkan penghambatan yang kuat pada kedua bakteri uji, dimana pada E. coli 

sebesar 13.55 mm dan 12.13 mm, serta pada B. subtilis sebesar 16.27 mm dan 19.69 mm. 

 

SIMPULAN 

 Isolasi bakteri endofit daun rambutan menunjukkan hasil dua jenis koloni yang berbeda dengan 

ciri morfologi koloni kasar dan halus. Hasil identifikasi secara makroskopis, mikroskopis, dan uji 

biokimia menunjukkan bahwa kedua isolat murni bakteri endofit daun rambutan memiliki kemiripan 

dengan genus Bacillus sp. Hasil uji antibakteri menunjukkan bahwa ekstraksi metabolit sekunder 

menggunakan maserasi pelarut metanol 70% lebih efektif sebagai antibakteri E. coli dan B. subtilis. 
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