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Tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) dimanfaatkan dibeberapa daerah sebagai
obat diare. Pada masyarakat didaerah Kelurahan Lubuk Tanjung Kecamatan
Lubuklinggau Barat, suku Madura di Kecamatan Lenteng, Guluk-Guluk, dan Bluto
diolah dengan cara bagian daunnya ditumbuk dan direbus. Metode riset dimulai dari
dilakukannya isolasi bakteri endofit, penapisan isolat bakteri endofit dengan metode
uji antagonis, uji biokimia, fermentasi dan ekstraksi metabolit sekunder, skrining
fitokimia ekstrak metabolit sekunder bakteri endofit, uji aktivitas antibakteri difusi
cakram, dan analisis data. Dari hasil penelitian yang didapatkan, disimpulkan bahwa
isolat bakteri endofit yang didapatkan dari sampel daun tanaman meniran sebanyak
10 isolat bakteri endofit, 3 diantaranya menunjukkan nilai antagonis lebih besar
terhadap bakteri uji yaitu Escherichia coli dan Shigella dysentriae yaitu isolat bakteri
Na(P)1, Na(P)2, dan Na(P)5. Kandungan senyawa metabolit sekunder dari ketiga
isolat tersebut menunjukkan bahwa isolat bakteri Na(P)l positif mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, dan steroid, isolat bakteri Na(P)2 positif mengandung
senyawa flavonoid, alkaloid, dan triterpenoid, serta isolat bakteri Na(P)5 positif
mengandung senyawa alkaloid, dan steroid. Ekstrak etil asetat isolat bakteri endofit
memiliki aktivitas antibakteri paling besar terhadap Escherichia coli pada isolat
Na(P)5 dan Shigella dysentriae pada isolat NA(P)2.

Abstract

The meniran plant (Phyllanthus niruri L.) is used in several areas as a diarrhea
medicine. In the people of Lubuk Tanjung Village, West Lubuklinggau District,
Madurese tribes in Lenteng, Guluk-Guluk and Bluto Districts, it is processed by
pounding and boiling the leaves. The research method starts with isolating
endophytic bacteria, screening endophytic bacterial isolates using the antagonist test
method, biochemical tests, fermentation and extraction of secondary metabolites,
phytochemical screening of secondary metabolite extracts of endophytic bacteria,
disc diffusion antibacterial activity tests, and data analysis. From the research results
obtained, it was concluded that there were 10 endophytic bacterial isolates obtained
from samples of meniran plant leaves, 3 of which showed greater antagonistic values
against the test bacteria, namely Escherichia coli and Shigella dysentriae, namely
Na(P)1l, Na bacterial isolates. (P)2, and Na(P)5. The content of secondary
metabolite compounds from the three isolates showed that the Na(P)1 bacterial
isolate was positive for containing flavonoid, alkaloid and steroid compounds, the
Na(P)2 bacterial isolate was positive for containing flavonoid, alkaloid and
triterpenoid compounds, and the Na(P) bacterial isolate )5 was positive for
containing alkaloid compounds and steroids. Ethyl acetate extract of endophytic
bacterial isolates had the greatest antibacterial activity against Escherichia coli in
Na(P)5 isolates and Shigella dysentriae in NA(P)2 isolates.
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Pendahuluan

Penyakit diare sering dianggap oleh beberapa orang merupakan hal yang sepele. Namun
sebenarnya, diare berada diposisi ke lima dari daftar penyakit yang menyebabkan kematian (Sari et al.,
2023). Di Indonesia, diare merupakan salah satu penyakit yang masih menjadi persoalan terbesar termasuk
di Negara-Negara Asia Tenggara (Irawan, 2013; Supiana, 2022). Penyakit diare merupakan penyakit yang
disebabkan oleh infeksi virus, bakteri, dan parasit (Zein et al., 2004; Supiana, 2022). Masyarakat Indonesia
sebagian besar mengkonsumsi obat-obatan kimia untuk mencegah diare, yang mana penggunanya tidak
efektif dan tidak aman untuk dikonsumsi secara terus menerus. Pengunaan obat tradisional menjadi salah
satu solusi untuk mengurangi pengunaan obat-obatan kimia (Supiana, 2022). Salah satu tumbuhan memiliki
khasiat sebagai obat diare adalah tanaman meniran.

Tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) diketahui memiliki berbagai khasiat, termasuk
antibakteri, menurunkan demam, melindungi hati dari racun, antidiare, pereda batuk, menghilangkan
jerawat, serta meningkatkan aktivitas dan fungsi sistem imun. Khasiat ini diduga berasal dari kandungan
metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, tanin, dan saponin. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekstrak etanol, etil asetat, dan klorofom meniran memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus
(Raudah et al., 2020). Jamur endofit dan jamur rizosfer yang berasal dari tanaman meniran telah berhasil
diisolasi dan diuji aktivitas pemacu pertumbuhan tumbuhan (Sugiarto, 2022).

Pada umumnya penggunaan tumbuhan obat meniran sebagai obat antidiare oleh masyarakat di
beberapa daerah dengan cara bagian daunnya ditumbuk dan direbus, seperti di Kelurahan Lubuk Tanjung
Kecamatan Lubuklinggau Barat (Sari ez al., 2023), suku Madura di Kecamatan Lenteng, Guluk-Guluk, dan
Bluto (Destryana & Ismawati, 2019). Sedangkan di Kabupaten Bangka Barat oleh suku Jerieng, tumbuhan
meniran dimanfaatkan bagian akarnya sebagai tanaman obat (Novalia efal., 2018). Pada umumnya
tumbuhan ini memiliki kandungan metabolit sekunder, seperti fenol, alkoloid, tanin, dan senyawa lainnya
serta dapat juga memiliki interaksi dengan organisme pendukung dalam ekosistem dengan tujuan
meningkatkan pertumbuhan dan perkembangan, serta melindungi diri dari mikroorganisme patogen (Ali et
al., 2021; Dalimunthe et al., 2023). Salah satu mikroorganisme yang memiliki hubungan dengan tumbuhan
adalah bakteri endofit. Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup dijaringan intraseluler tumbuhan dan tidak
memberikan dampak negatif pada tumbuhan tersebut.

Bakteri endofit dan tumbuhan membentuk hubungan simbiosis mutualisme, di mana bakteri
memperoleh nutrisi dari hasil metabolisme tumbuhan dan melindungi tumbuhan dari patogen dan
lingkungan yang ekstrem. Sebaliknya, tumbuhan memperoleh turunan nutrisi dan senyawa aktif yang
diperlukan untuk bertahan hidup (Dalimunthe et al., 2023). Beberapa jenis bakteri endofit diketahui
menghasilkan senyawa aktif yang sama atau lebih efektif daripada inangnya, seperti antifungi, antioksidan,
aktivitas sitotoksik, dan antibiotik. Kemampuan bakteri endofit ini didasari oleh manfaat endofit untuk
tanaman, yaitu meningkatkan kesehatan tanaman dengan menghasilkan antibiotik, enzim hidrolitik, dan
pembatasan nutrisi (Janatiningrum et al., 2021).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa jamur tersebut memproduksi hormon IAA, enzim selulase,
dan memiliki aktivitas pelarutan fosfat. Jamur tersebut telah dikoleksi di Laboratorium Industri Agro dan
Biomedika, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), dengan jumlah 9 isolat jamur (Sugiarto, 2022).
Selain itu, menurut Rollando et al. (2017) sel fungi endofit dari genus Fusarium sp. yang diisolasi dari daun
tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) telah ditemukan dan memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri,
dan sitotoksik. Pemanfaatan bakteri endofit sangat sesuai karena melihat pengambilan tumbuhan secara
terus menerus dapat mengancam ketersediaan tumbuhan di alam. Dari hal tersebut perlu dilakukan isolasi
bakteri endofit pada daun meniran untuk mengetahui keberadaan bakteri endofit pada daun meniran. Hal
ini dapat meminimalisir hilangnya ketersediaan tumbuhan dan mengetahui peranan bakteri endofit pada
meniran. Selain itu belum dilakukannya penelitian mengenai keberadaan bakteri endofit pada tumbuhan
meniran.

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, perlu adanya penelitian terkait tahapan kerja dari isolasi
bakteri endofit daun meniran (Phyllanthus niruri L.), mengkarakteristik bakteri endofit dan karakterisasi
fisiologis daun meniran (Phyllanthus niruri L.), mengetahui senyawa metabolit sekunder yang terkandung
dalam ekstrak bakteri endofit daun meniran (Phyllanthus niruri 1.) sertaa mengetahui aktivitas antibakteri
terthadap Escherichia coli dan Shigella dysentriae. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri endofit
daun meniran (Phyllanthus niruri L.), mengkarakterisasi dan mengidentifikasi bakteri endofit daun meniran
(Phyllanthus niruri L.), mengkarakterisasi fisiologis bakteri endofit melalui uji biokimia, dan menentukan
aktivitas antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli dan Shigella dysentriae.
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Metode

Penelitian dilakukan di Laboratorium Dasar Terpadu, Fakultas Sains dan Teknik Universitas
Bangka Belitung. Sampel daun tanaman meniran (Phyllanthus niruri 1.) diambil dari Desa Tumbak Petar,
Jebus, Bangka Barat, Kepulauan Bangka Belitung.

Alat-alat yang digunakan adalah cool/ box, kantong plastik steril, gunting steril, alat gelas, bunsen,
cawan petri, inkubator, jarum ose, Laminar Air Flow, pinset steril, tabung reaksi, rak tabung reaksi, rotary
evaporator, shaker, colony counter, kertas cakram, jarang sorong, dan vortex. Adapun bahan yang digunakan
yaitu alkohol 70%, bayclin, aquadest, media Nutrient Agar (NA), dan media Nutrient Broth (NB), H202 3%,
media SIM, media Urease, media T7iple Sugar Iron Agar (TSIA), dan media Simmon Citrat Agar (SCA), media
Nutrient Broth (NB) dan ethyl acetate, ethanol 70%, ammonia-kloroform, FeCl3 1%, H2SO4 2M, H2SO4 2N,
HCI 2N, NaOH 10%, HCl pekat, reagen Mayer, reagen Wagner, dan reagen Dragendorff, amoxylin, dimetil
sulfoksida (DMSO), media Nutrient Agar (NA), aquadest, dan Mc Farland 0,5.

Prosedur diawali dengan isolasi sampel daun meniran (Phyllanthus niruri L.) dicuci bersih
menggunakan air mengalir, lalu dikeringkan. Selanjutnya, permukaan disterilisasi menggunakan alkohol
70% selama 30 detik, bayclin 30 detik, dan dibilas menggunakan air steril sebanyak 3 kali. Sampel dikeringkan
menggunakan tisu steril. Untuk memastikan sterilisasi permukaan berhasil, air bilasan terakhir diinokulasi
pada media Nutrient Agar (NA), lalu diinkubasi pada suhu 37°C di inkubator selama 2 hari. Setelah sterilisasi,
sampel dipotong dengan ukuran 1-2 cm menggunakan gunting steril. Potongan sampel diletakkan di cawan
petri yang sudah berisi media NA. Kemudian diinkubasi selama 24-48 jam. Koloni bakteri dimurnikan
sampai diperoleh isolat murni pada media NA yang baru (Agustien et al., 2017).

Uji antibakteri dilakukan sebagai penapisan awal aktivitas antibakteri dengan metode uji antagonis
terhadap bakteri uji yaitu Escherichia coli dan Shigella dysentriae. Masing-masing bakteri uji di kultur pada
media Nutrient Broth (NB) pada shaker inkubator dengan kecepatan 120 rpm dan suhu +37°C selama 24 jam.
Selanjutnya, 1.5% (v/v) dari masing-masing kultur bakteri uji (£1x10° CFU/ml) yang masih cair (£40°C)
dan dituangan ke cawan petri steril. Setelah memadat, bakteri endofit yang telah diremajakan sebelumnya
selama 24 jam digoreskan membulat diatasnya. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam dengan suhu +37°C.
Adanya aktivitas antibakteri ditunjukan dengan munculnya zona hambat di sekitar koloni bakteri endofit
(Putra ez al., 2024).

Uji biokimia yang dilakukan yaitu uji katalase dilakukan dengan mengolesi kaca preparat dengan
satu ose isolat bakteri endofit, kemudian ditetes dengan H202 3% sebanyak 2-3 tetes. Uji katalase bersifat
negatif jika tidak terbentuk gelembung oksigen pada preparat (Amaliah et al., 2018; Salsabila & Trimulyono,
2022). Uji motilitas dapat dilakukan dengan mengambil isolat bakteri endofit dari media NA yang
ditusukkan pada 5 ml media SIM tegak di tabung reaksi, kemudian dilakukan inkubasi selama 24 jam pada
suhu 37°C. Adanya akar-akar di sekitar bekas tusukan pada media menunjukan hasil positif (Detha et al.,
2019; Salsabila & Trimulyono, 2022).

Uji urease dilakukan terhadap bakteri terhadap bakteri endofit diambil dan ditusukan pada media
miring urea di tabung reaksi. Kemudian dilakukan inkubasi dengan suhu 37°C selama 48 jam. Adanya
perubahan warna merah-ungu pada media menunjukkan hasil positif (Mahmudah ez al., 2014; Nia, 2024).
Uji sitrat terhadap bakteri endofit diambil dan ditusukkan pada media miring SCA di tabung reaksi pada
bagian tengah hingga kedalaman % bagian dan digores pada bagian miring dari media. Kemudian dilakukan
inkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam, hasil positif menunjukkan adanya perubahan warna dari hijau
menjadi biru (Kosasi et al., 2019; Nia, 2024). Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA) dilakukan terhadap bakteri
endofit diambil dan ditusuk tegak pada bagian butt dan digores pada bagian slant. Kemudian di inkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil positif bakteri mempu memfermentasi glukosa menunjukkan jika pada
bagian slant media berwarna merah dan butt berwarna kuning. Kemudian apabila pada bagian slant dan butt
media berwarna kuning, maka menunjukkan bakteri mampu memfermentasi sukrosa, laktosa, dan glukosa
(Fallo & Sine, 2016; Nia, 2024).

Isolat bakteri endofit potensial diekstraksi metabolit sekundernya untuk mendapatkan ekstrak kasar.
Masing-masing isolat dibuat kultur starter ke dalam media NB dan diinkubasi selama 24 jam. Selanjutnya,
masing-masing kultur starter diinokulasikan ke dalam media NB baru sebanyak 1 Liter. Fermentasi
diinkubasi pada shaker inkubator selama 72 jam dengan suhu 28-29°C pada kecepatan 120 rpm. Setiap satu
liter kultur bakteri ditambahkan etil asetat dengan perbandingan volume 1:1 (v/v) dan di simpan pada shaker
inkubator dengan suhu 28-29°C pada kecepatan 180 rpm selama 60 menit. Lapisan pelarut etil asetat
dipisahkan dan diuvapkan dengan rotary evaporator pada suhu 50°C untuk mendapatkan ekstrak kasar (Putra
etal., 2024).

Skrining fitokimia ekstrak metabolit sekunder bakteri endofit dilakukan uji alkaloid yaitu fase bawah
terdiri dari asam yang diperoleh dari pengujian terpenoid dan steroid. Asam ini ditempatkan dalam tabung
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reaksi, lalu ditambahkan dengan reagen Mayer, Wagner, dan Dragendorff. Hasil uji akan menunjukkan
keberadaan alkaloid yang positif bila terjadi perubahan warna larutan menjadi putih, merah jingga, atau
coklat muda hingga kuning setelah ditambahkan reagen Mayer, Wagner, dan Dragendorff (Aristina et al.,
2019).

Uji flavonoid dilakukan terhadap ekstrak bakteri endofit berasal dari isolat bakteri endofit yang telah
melalui proses ekstraksi. Ekstrak tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan dengan
beberapa tetes etanol 70% dan dipanaskan. Campuran dijejalkan bersama pita magnesium dan setetes HCI
pekat.Jika larutan mengalami perubahan warna menjadi merah muda, itu menunjukkan bahwa uji telah
menunjukkan positif mengandung flavonoid (Aristina ef al., 2019). Uji saponin dilakukan terhadap ekstrak
bakteri endofit dari masing-masing isolat bakteri endofit diambil beberapa tetes, lalu ditambahkan dengan
aquades panas, kemudian dikocok kuat. Hasil uji dipandang positif mengandung saponin jika busa muncul
secara stabil selama sekitar + 10 menit (Aristina et al., 2019).

Uji tanin dilakukan terhadap ekstrak kasar metabolit sekunder bakteri endofit sebanyak 1 mL
ditambahkan 5 mL air panas dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 3 - 2 tetes FeCl; 1%.
Kemudian diamati perubahan jika terbentuk timbulnya warna biru kehitaman menunjukkan adanya
senyawa tanin galat dan jika warnanya hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa fenol (Departemen
Kesehatan RI, 2000). Uji steroid dan terpenoid dilakukan terhadap ekstrak bakteri endofit dari masing-
masing isolat bakteri endofit yang telah didapat, ditambahkan dengan kloroform beramoniak dan larutan
H2S04 2N ke dalam tabung. Lalu dikocok kuat, kemudian campuran didiamkan sampai terbentuk dua fase,
yaitu fase asam (atas) dan fase kloroform (bawah). Lapisan kloroform disimpan di dalam plat tetes dan
dibiarkan menguap. Setelah itu, ditambahkan dengan asam asetat glasial dan H2SO4 pekat (pereaksi
Lieberman-Burchard). Apabila terbentuk warna hijau-biru, itu menunjukkan adanya senyawa steroid,
sedangkan warna merah menunjukkan adanya senyawa terpenoid (Aristina ef al., 2019).

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram, Pengujian
ini mengacu pada Astuty et al (2020) dengan beberapa modifikasi. Pengujian dimulai dengan
menginokulasikan bakteri uji yang telah dibuat suspensinya dan disamakan tingkat kekeruhannya dengan
standar Mc Farland 0,5 di ambil sebanyak 1 mL ke dalam cawan petri steril. Kemudian media NA di tuang
ke dalam cawan petri yang telah berisikan suspensi bakteri uji dengan metode pour plate dan homogenkan
hingga memadat. Sebanyak 20 puL bakteri endofit, antibiotik berupa amoxylin sebagai kontrol positif, dan
dimetil sulfoksida (DMSQO) 10% sebagai kontrol negatif diteteskan pada kertas cakram steril kemudian
diletakkan diatas media NA. Kemudian di lakukan inkubasi dengan suhu 37°C selama 24 jam. Zona hambat
berupa zona bening yang terbentuk diamati dan diukur dengan menggunakan jangka sorong untuk
menentukan aktivitas antibakteri.

Analisis data dilakukan dengan metode kualitatif dan kuantitatif. Metode kualitatif dilakukan secara
deskriptif dengan menampilkan hasil penelitian menggunakan gambar dan tabel, kemudian diinterpretasikan
yaitu pada hasil isolasi bakteri endofit, uji biokimia fermentasi dan ekstraksi metabolit sekunder, dan skrining
fitokimia. Metode kuantitatif dilakukan pada tahapan penapisan bakteri endofit dengan metode uji antagonis
dan uji aktivitas antibakteri.

Hasil dan Pembahasan

Isolasi Bakteri Endofit

Daun yang dipilih dalam kondisi segar, berwarna hijau, tidak layu dan tidak ada kerusakan pada daun.
Pemilihan daun yang sehat karena bakteri endofit merupakan bakteri yang hidup pada jaringan tumbuhan
yang sehat. Pada penelitian ini sampel daun meniran terlebih dahulu disterilisasi permukaan. Sterilisasi
permukaan sampel daun meniran dilakukan dengan tujuan agar tidak ada bakteri kontaminan. Berdasarkan
penelitian dari Sagita et al. (2017), sterilisasi permukaan sangat penting dalam mengisolasi bakteri endofit
daun agar tidak terkontaminasi dengan mikroorganisme lain yang bukan endofit.

Proses isolasi bakteri dari daun meniran (Phyllanthus niruri L.) dimulai dengan mencuci daun tersebut
secara menyeluruh menggunakan air mengalir. Selanjutnya, daun direndam dalam larutan bayclin 5,25%
selama 30 detik dan kemudian dalam alkohol 70% selama 1 menit. Penggunaan bayclin dan alkohol 70%
berfungsi sebagai desinfektan yang efektif untuk mensterilkan permukaan daun dari mikroflora secara
kimiawi.

Setelah proses sterilisasi, sampel dibilas dengan aqua pro injeksi untuk menghilangkan sisa-sisa
desinfektan yang mungkin masih menempel pada permukaan daun. Ini penting agar tidak mengganggu
pertumbuhan bakteri endofit dan juga berfungsi sebagai kontrol. Keberhasilan proses sterilisasi dapat
ditentukan jika tidak ada pertumbuhan mikroorganisme yang terdeteksi pada cawan petri yang diberi bilasan
terakhir. Untuk memastikan efektivitasnya, proses sterilisasi dilakukan sebanyak tiga kali (Pakaya et al.,
2022).
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Daun meniran yang telah melalui proses sterilisasi dipotong bagian tepinya secara horizontal
menggunakan gunting steril, kemudian ditanam pada cawan petri yang berisi media Nutrient Agar (NA)
dengan cara aseptis. Posisi potongan daun meniran yang tertanam di permukaan media memungkinkan
bakteri endofit yang terdapat dalam jaringan tanaman untuk memperoleh nutrisi dari media NA. Selanjutnya,
cawan petri diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu 37°C. Sedangkan inokulasi pada media NB, perendaman
dilakukan selama 24-48 jam. Kemudian dilakukannya metode pour plate pada media NA. Selama periode ini,
bakteri melakukan pembelahan secara aktif, sehingga jumlah selnya meningkat (Pakaya er al., 2022).
Aquadest dari bilasan terakhir digunakan sebagai kontrol negatif yang dicawankan ke dalam media NA dan
NB pada cawan petri yang berbeda.

Pewarnaan Gram

Bakteri endofit yang diperoleh kemudian dilakukan pemurnian untuk memperoleh isolat tunggal.
Pemilihan koloni bakteri yang dimurnikan dilakukan berdasarkan pengamatan secara makroskopis.
Pengamatan secara makroskopis dilakukan berdasarkan bentuk koloni yang dilihat dari atas, elevasi atau
permukaan koloni dilihat dari samping, margin dilihat dari atas dan warna koloni serta tekstur permukaan
koloni. Isolat-isolat bakteri endofit tersebut kemudian dimurnikan dengan memindahkan masing-masing
koloni yang berbeda ke media NA dengan metode streak plate.

Menurut Gandjar e al. (1992) dalam penelitian Rori et al. (2020), isolasi adalah suatu cara yang
dilakukan untuk memisahkan mikroorganisme tertentu dari lingkungan, sehingga diperoleh biakan murni
atau biakan yang tidak tercampur dengan jenis yang lain. Tujuan dari pemisahan atau isolasi bakteri endofit
ini yaitu untuk memperoleh isolat bakteri endofit murni. Isolat endofit harus dalam keadaan murni atau
biakan tunggal dan tidak boleh bercampur dengan bakteri lain (Rori et al., 2020). Isolat bakteri endofit
disubkultur hingga menjadi isolat murni lalu dijadikan stok kultur murni pada medium NA miring dalam
tabung reaksi pada suhu 37°C.

Berdasarkan hasil isolasi dan pemurnian, diperoleh 10 isolat atau biakan murni dari bakteri endofit
daun meniran. Selanjutnya, isolat-isolat endofit yang telah dikarakterisasi secara makroskopis kemudian
dikarakterisasi secara mikroskopis. Karakterisasi morfologi bakteri endofit dilakukan secara makroskopis

dengan mengamati koloni bakteri yang tumbuh diatas permukaan media agar seperti bentuk, warna,
margin, dan elevasi koloni. Hasil pengamatan secara makroskopis dapat dilihat pada Tabel 4.1 berikut.

Tabel 4. 1 Identifikasi morfologi isolat bakteri endofit daun meniran

Makroskopis
Kode Isolat Bentuk Tepi Elevasi Warna Foto
Na(O)1 Circular Entire Flat Kuning
Na(C)2 Circular Entire Flat Kuning
Na(C)3 Circular Entire Flat Kuning
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Kode Isolat Bentuk Tep?/lakmSk(;EI;iesvasi Warna
Na(C)4 Circular Entire Flat Kuning
Na(C)5 Circular Entire Flat Kuning
Na(C)6 Circular Entire Flat Kuning
Na(P)2 Irregular Serrate Flat Putih Susu
Na(P)1 Irregular Serrate Flat Putih Susu
Na(P)5 Irregular Serrate Flat Putih Susu

25



Nola Artita, et al. / Indonesian Journal of Chemical Science 14 (3) (2025)

Makroskopis
Kode Isolat Bentuk Tepi Elevasi Warna
Na(P)4 Irregular Serrate Flat Putih Susu

Karakterisasi morfologi mikroskopis dilakukan dengan serangkaian metode pewarnaan Gram sel
bakteri lalu diamati di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 1000x (Aglinia ez al., 2020). Pengamatan
mikroskopis dilakukan dengan pewarnaan Gram untuk melihat bentuk sel bakteri dan kelompok Gram.
Pewarnaan Gram menggunakan reagen seperti kristal violet, iodin, alkohol 95%, dan safranin. Bakteri yang
diwarnai dengan metode Gram dibagi menjadi dua kelompok. Pada kelompok bakteri Gram positif
mempertahankan zat pewarna ungu kristal dan tampak berwarna ungu tua. Sedangkan pada kelompok
bakteri Gram negatif akan terjadi kehilangan ungu kristal ketika dicuci dengan alkohol, dan sewaktu diberi
warna merah safranin, tampak berwarna merah (Bibiana, 1994; Putri et al., 2018). Hasil pengamatan secara
mikroskopis dari isolat dapat dilihat pada Tabel 4.2 berikut.

Tabel 4. 2 Pewarnaan Gram isolat bakteri endofit daun meniran

Mikroskopis
Kode Isolat Bentuk Sel Jenis Gram
Na(O)1 Basil Negatif
Na(C)2 Basil Negatif
Na(C)3 Basil Negatif
Na(C)4 Basil Negatif
Na(C)5 Basil Negatif
Na(C)6 Basil Negatif
Na(P)2 Basil Negatif
Na(P)1 Basil Negatif
Na(P)5 Basil Negatif
Na(P)4 Basil Negatif

Penapisan Isolat Bakteri Endofit Dengan Metode Uji Antagonis

Penapisan isolat bakteri endofit dilakukan dengan menggunakan metode uji antagonis dengan cara
sumuran. Uji antagonis dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui aktivitas isolat bakteri endofit daun
meniran (Phyllanthus niruri L.) dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Shigella dysentriae.
Aktivitas bakteri endofit yang menghambat kedua bakteri ini dapat diketahui dengan adanya zona bening
yang terbentuk di sekitar sumuran yang berisikan bakteri endofit (Oktavia dan Pujiyanto, 2018). Bakteri
Escherichia coli dan Shigella dysentriae dipilih dikarenakan keduanya merupakan salah satu bakteri yang
menjadi penyebab penyakit diare. Dari sepuluh isolat bakteri endofit yang diujikan terhadap bakteri uji
diperoleh 3 isolat yang menunjukkan aktivitas daya hambat bakteri endofit terhadap bakteri uji yaitu
Escherichia coli dan Shigella dysentriae yang memiliki zona hambat terbesar, yaitu isolat bakteri Na(P)1, Na(P)2,
dan Na(P)5 yang dapat di lihat sebagai berikut.
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Na(P)2 \

Gambar 4. 1 Zona Bening Isolat Bakteri Endofit dari Hasil Penapisan

Dari 3 isolat yang terpilih ini hanya memiliki daya hambat yang besar pada bakteri uji Shigella
dysentriae, sedangkan bakteri Escherichia coli tidak menunjukkan zona hambat yang besar. Zona hambat yang
terbentuk pada ketiga isolat ini dapat dilihat pada Tabel 4.3 berikut.

Tabel 4. 3 Hasil Aktivitas Uji Antagonis

Kode Isolat Zona Hambat (mm) Kategori
Na(P)1 2,7375 Lemah
Na(P)2 441 Lemah
Na(P)5 44525 Lemah

Menurut Davis dan Stout (1971) dalam Maarisit ez al. (2021) dan Sirri et al. (2022) mengatakan bahwa
zona hambat terbagi menjadi empat kategori, yaitu zona hambat lemah <5 mm, zona hambat sedang 5-10
mm, zona hambat kuat 10-20 mm, zona hambat sangat kuat >20 mm. Dari pernyataan tersebut, dapat
diketahui bahwa pada penapisan awal dari ketiga isolat ini memiliki zona hambat dengan kategori lemah.

Uji Fitokimia

Berdasarkan hasil uji fitokimia pada ekstrak bakteri endofit daun Meniran (Phyllanthus niruri L.)
diperoleh hasil positif terhadap alkaloid, steroid, triterpenoid dan saponin. Seluruh ekstrak bakteri endofit
positif mengandung alkaloid berdasarkan hasil uji menggunakan pereaksi Dragendorff dengan hasil uji positif
terbentuk endapan jingga kemerahan dan endapan berwarna putih untuk pereaksi Mayer. Warna putih yang
terbentuk tersebut karena terbentuknya senyawa kompleks antara alkaloid dengan ion K dari pereaksi Mayer,
dimana atom nitrogen pada cincin alkaloid akan berikatan secara kovalen koordinasi dengan ion K dari
pereaksi Mayer (Marliana, 2005; Nugrahani et al., 2016). Endapan yang terbentuk adalah kalium-alkaloid.
Senyawa alkaloid mencakup atom nitrogen dengan pasangan elektron bebas, memungkinkannya berikatan
kovalen koordinat dengan ion logam. Nitrogen dalam alkaloid akan berubah saat bertemu dengan ion logam
K+ dari kalium tetraiodomerkurat (II), membentuk senyawa kompleks kalium-alkaloid yang kemudian

mengendap. (Marliana, 2005; Nugrahani ez al., 2016).

Tabel 4. 4 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Bakteri Endofit
Senyawa Metabolit Sekunder

Alkaloid
- 2
I~ St = [=} S
Kode g - Qg 5 3 5 g g
s 8 3 g 5 3 g
] < 5 b= A 2 < =
— E 1) .g (7 5)
S s = =
A
Na (P)1 + + + + + - - -
Na (P)2 + - + - - + - -
Na (P)5 - - + + + - - -

Keterangan: (+) Positif mengandung senyawa metabolit sekunder
(-) Negatif mengandung senyawa metabolit sekunder

Sedangkan tiga ekstrak bakteri endofit tidak mengandung saponin dengan hasil uji negatif dengan

hilangnya busa stabil setelah ditambahkan aquades panas dan dikocok kuat dan ditunggu selama 10 menit.
Tidak munculnya busa stabil tersebut dikarenakan tidak terjadinya hidrolisis senyawa saponin menjadi
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glikosida dan senyawa lainnya, tidak adanya kemampuan glikosida ini yang menyebabkan tidak timbulnya
busa (Marliana, 2005; Nugrahani ef al., 2016). Sebanyak satu ekstrak bakteri endofit positif mengandung
triterpenoid dengan hasil uji positif terbentuknya warna jingga dan dua ekstrak bakteri endofit positif
mengandung steroid dengan hasil uji positif terbentuknya warna hijau, perubahan warna yang terbentuk pada
uji triterpenoid dan steroid dikarenakan terjadinya perpanjangan konjugasi akibat adanya penambahan
pereaksi Lieberman-Burchard (Setyowati et al., 2014). Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung
di dalam tumbuhan yang telah diproduksi oleh bakteri endofit memiliki potensi sebagai senyawa antibakteri
dan sebagai inhibitor amilase.

Sedangkan ketiga ekstrak bakteri endofit tidak mengandung saponin. Uji menunjukkan hasil negatif
karena busa stabil hilang setelah tambahan aquades panas, kemudian dikocok kuat, dan diamkan selama 10
menit. Tidak munculnya busa yang stabil disebabkan oleh ketiadaan hidrolisis saponin menjadi glikosida dan
senyawa lainnya. Tidak adanya kemampuan glikosida ini mengakibatkan tidak munculnya busa (Marliana,
2005; Nugrahani et al., 2016). Terdapat satu ekstrak bakteri endofit positif mengandung triterpenoid dengan
hasil uji positif terbentuknya warna jingga. Dua ekstrak bakteri endofit positif mengandung steroid dengan
hasil uji positif terbentuknya warna hijau. Perubahan warna yang terbentuk pada uji triterpenoid dan steroid
disebabkan oleh perpanjangan konjugasi akibat penambahan pereaksi Lieberman-Burchard (Setyowati et al.,
2014). Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam tumbuhan, yang diproduksi oleh bakteri
endofit, memiliki potensi sebagai senyawa antibakteri dan sebagai inhibitor amilase.

Pengujian tanin dapat dilakukan dengan uji reaksi warna dengan penambahan FeCl3 5%. Jika uji
reaksi warna terjadi warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin (Marjoni, 2016). Senyawa
tanin adalah senyawa yang bersifat polar karena adanya gugus OH, oleh karena itu ketika sampel
ditambahkan FeCl3 5% akan terjadi perbahan warna seperti biru tua atau hijau kehitaman yang menandakan
adanya senyawa tanin (Jones & Kinghorn, 2006; Nugrahani ez al., 2016). Sedangkan menurut Sangi et al.
(2008) dalam Nugrahani et al. (2016), senyawa tanin dengan FeCl3 akan terhidrolisis membentuk warna biru
kehitaman. Hasil uji tanin dengan FeCl3 5% baik pada serbuk, ekstrak dan semua fraksi menunjukkan negatif
tanin, karena hasil yang diperoleh adalah warna kuning.

Uji Kemampuan Antibakteri Endofit

Pengendalian bakteri penyebab diare memanfaatkan tanaman Meniran (Phyllanthus niruri L.) sebagai
zat antibakteri. Antibakteri adalah salah satu komponen antimikroba yang dapat menekan pertumbuhan
bakteri sekaligus membunuh bakteri patogen penyebab infeksi (Ming ez al., 2021; Pangestu & Kusuma, 2023).
Aktivitas antibakteri dari bakteri endofit terhadap bakteri uji dapat diketahui melalui uji antibakteri yang pada
penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode cakram. Adanya zona bening yang terbentuk
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri yang menghambat pertumbuhan dari bakteri uji (Oktavia dan
Pujiyanto, 2018). Zona bening adalah suatu petunjuk kepekaan dari bakteri terhadap bahan antibakteri yang
digunakan sebagai bahan uji dan dinyatakan dengan diameter zona hambat.

Pada umumnya, adanya penghambatan terhadap pertumbuhan bakteri target oleh bakteri endofit
dapat terjadi karena bakteri endofit dapat menghasilkan suatu senyawa yang bersifat antibakteri (Khairani et
al., 2017). Isolat bakteri endofit yang telah dipilih dari hasil penapisan terdapat 3 isolat, ketiga isolat tersebut
setelah melalui tahapan ekstraksi dengan menggunakan pelarut etil asetat dan didapatkan berupa ekstrak
isolat bakteri endofit yang kemudian dilakukan uji antibakteri dengan metode difusi cakram. Hasil uji
antibakteri menunjukkan adanya perbedaan dengan diameter yang terbentuk antara penapisan awal dengan
uji antibakteri. Hasil uji antibakteri dengan metode cakram dapat dilihat pada Tabel 4.6 berikut.

Tabel 4. 5 Hasil Uji Antibakteri Difusi Cakram
Rata-rata .
Kode Isolat Diameter Zona Hambat (mm) Kategori Zona Hambat

Escherichia coli

Kontrol + 9,4175 Sedang

Kontrol - - -
Na(P)1 2,74 Lemah
Na(P)2 5,65375 Sedang
Na(P)5 8,285 Sedang

Shigella dysentriae

Kontrol + 7,855 Sedang

Kontrol - - -
Na(P)1 8,57875 Sedang
Na(P)2 12,14625 Kuat
Na(P)5 10,0625 Kuat
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Gambar 4. 2 Zona Hambat Pada Uji Antibakteri Bakteri Endofit. (a; €) control + dan - ; (b; f) Na(P)1; (c;
g) Na(P)2; (d; h) Na(P)5

Berdasarkan Tabel 4.6 dapat dilihat bahwa ekstrak isolat bakteri endofit menunjukan kemampuan
hambat yang lebih besar terhadap bakteri Shigella dysentriae dibandingkan bakteri Eshcherichia coli. Adanya
perbedaan tinggi rendahnya diameter hasil zona hambat yang diperoleh bergantung pada kemampuan dari
bakteri endofit dalam menghasilkan senyawa antibakteri. Zona bening yang tidak dapat terbentuk pada saat
bakteri menuju fase kematian dikarenakan bakteri yang kurang optimal dalam menghasilkan metabolit
sekunder berupa senyawa antibakteri (Iqlima et al., 2017; Rizqoh et al., 2022). Terdapat kontrol postif dan
kontrol negatif pada pengujian antibakteri ini, kontrol positif pada penelitian ini menggunakan amoxicillin.
Amoxicillin digunakan sebagai kontrol positif karena merupakan golongan antibiotik penisilin yang memiliki
spektrum luas, sehingga dapat digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri baik gram positif maupun
gram negatif. Sedangkan untuk kontrol negatif yang digunakan pada penelitian ini adalah dimethy! sulfoxide
(DMSO).

DMSO yang digunakan sebagai konsentrasi negatif pada uji aktivitas antibakteri adalah DMSO 10%,
karena telah terbukti tidak menunjukkan penghambatan pada bakteri uji. Hal itu sesuai dengan pendapat
Rizki et al. (2021) yang mengatakan bahwa pelarut DMSO tidak memiliki kemampuan dalam menghambat
bakteri dan memiliki kemampuan dalam melarutkan semua senyawa yang bersifat polar, semipola, dan
nonpolar. Menurut Davis dan Stout (1971) dalam Maarisit e al. (2021) dan Sirri et al. (2022) mengatakan
bahwa zona hambat terbagi menjadi empat kategori, yaitu zona hambat lemah <5 mm, zona hambat sedang
5-10 mm, zona hambat kuat 10-20 mm, zona hambat sangat kuat >20 mm. Dari pernyataan tersebut, dapat
diketahui bahwa pada penapisan awal dari ketiga isolate ini memiliki zona hambat dengan kategori lemah.

Zona bening pada bakteri uji Eshcherichia coli dengan kontrol positif (+) berdiameter 9,4175 kategori
sedang, isolat Na(P) 1 memiliki diameter 2,74 mm kategori lemah, isolat Na(P)2 berdiameter 5,65375 mm
kategori sedang, dan isolat Na(P)5 berdiameter 8,285 mm kategori sedang. Sedangkan Zona bening pada
bakteri uji Shigella dysentriae dengan kontrol positif (+) berdiameter 7,855 mm kategori sedang, isolat Na(P) 1
memiliki diameter 8,57875 mm kategori sedang, isolat Na(P)2 berdiameter 12,14625 mm kategori kuat, dan
isolat Na(P)5 berdiameter 10,0625 mm kategori kuat. Perbedaan antara hasil penapisan awal isolat bakteri
endofit daun meniran dan ekstrak kasar disebabkan oleh beberapa hal. Menurut Rizqoh et al. (2022)
mengatakan bahwa jumlah pelarut yang digunakan pada saat ekstraksi yaitu pelarut etil asetat tidak dapat
menjerat seluruh senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan oleh isolat endofit sehingga hanya sebagian
saja yang terekstraksi. Namun pada penelitian ini menunjukkan zona hambat yang terbentuk dari ekstrak etil
asetat isolate bakteri endofit menunjukkan memiliki kemampuan sebagai antibakteri, sehingga diduga karena
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adanya senyawa metabolit sekunder yang terkandung pada ekstrak isolat bakteri endofit dari daun meniran
(Phyllanthus niruri L.) dapat membunuh Escherichia coli dan Shigella dysentriae yang ditandai dengan adanya
zona bening dengan diameter lemah hingga kuat.

Menurut penelitian Munfaati ez a/ (2015) mengatakan bahwa ekstrak daun meniran dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Shigella dysentriae karena memiliki kandungan senyawa metabolit sekunder. Sedangkan
bakteri Escherichia coli juga dapat dihambat dengan menggunakan ekstrak etil asetat tumbuhan meniran, hal
itu dikarenakan adanya kandungan metabolit sekunder yang terkandung didalamnya (Rahman et al., 2012).
Bakteri Shigella dysentriae dan bakteri Escherichia coli merupakan bakteri yang menjadi penyebab penyakit
diare, sehingga daun meniran memiliki potensi sebagai antibakteri terhadap bakteri penyebab penyakit diare.

Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri Endofit
Uji Biokimia dilakukan untuk melihat karakteristik bakteri melalui reaksi biokimia (Apriyanthi et al.,
2022). Uji biokimia yang dilakukan pada penelitian ini, yaitu uji motilitas, uji katalase, uji sitrat, uji urease,
dan uji TSIA.
Tabel 4.6 Hasil Karakter Isolat Bakteri Endofit Asal Daun Meniran (Phyllanthus niruri L.)

No Karakter Isolat Bakteri Endofit
Na(P)1 Na(P)2 Na(P)3
1  Pewarnaan Gram Negatif Negatif Negatif
2 Bentuk Sel Cocco Basil Cocco Basil Cocco Basil
3 Motilitas + + +
4 Katalase + + +
5 Urease - - -
6 Sitrat - - -
7 TSIA K/A K/A K/A
Genus

Keterangan: (+) mampu menghasilkan
() tidak mampu menghasilkan
(K/A) bersifat alkalis (K) dan bersifat asam (A) namun tidak memproduksi gas dan H2S

Uji motilitas yang sudah dilakukan menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri yang menyebar di
sekitar bekas tusukan. Ketiga isolat menunjukkan bahwa bakteri bersifat motil, sementara pertumbuhan
bakteri hanya terjadi di area bekas tusukan menandakan sifat non-motil. Uji motilitas pada bakteri dilakukan
untuk memahami sifat motil bakteri (Pattuju et al., 2014). Bakteri dikatakan bersifat motil jika pertumbuhan
bakteri tersebut menyebar di sekitar area tusukan dan menyebabkan kekeruhan pada media. Di sisi lain,
bakteri dikatakan non motil apabila pertumbuhan bakteri tersebut tidak menyebar, hanya berupa garis
sepanjang tusukan saja (Aisyah et al., 2014). Pergerakan bakteri motil mengindikasikan keberadaan alat gerak
berupa flagela. Sedangkan bakteri yang tidak motil tidak memiliki flagella (Panjaitan et al., 2020).

Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa tiga isolat bakteri memiliki enzim katalase. Enzim katalase
dalam bakteri dapat diketahui pasti melalui uji biokimia, yakni uji katalase (Sya’baniar et al., 2017). Uji
katalase positif jika menunjukkan adanya gelembung udara, menandakan terbentuknya gas oksigen (O2). Uji
katalase negatif ditunjukkan dengan tidak adanya gelembung gas O2 (Santri ef a/., 2018). Enzim katalase
berperan sebagai katalisator pada proses respirasi aerob dengan mengkatalis dekomposisi hidrogen peroksida
(H202) menjadi air (H20) dan oksigen (O2) (Pattuju et al., 2014). Reaksi katalase oleh bakteri merupakan
bagian dari sistem pertahanan antioksidan untuk melindungi diri dari kerusakan yang disebabkan oleh
akumulasi H202 (Kurnia et al., 2023).

Ketiga isolat bakteri endofit dari daun Meniran (Phyllanthus niruri L.) tidak memiliki kemampuan
dalam menggunakan sitrat sebagai sumber karbon tunggal dan energinya yang diamati dari tidak terjadinya
perubahan warna media dari hijau menjadi biru pada uji biokimia sitrat. Uji sitrat menandakan hasil reaksi
positif karena penggunaan sitrat oleh bakteri mengakibatkan media berwarna biru. Menurut Yanti et al. (2021)
bahwa media uji sitrat terdiri dari Simmon’s Citrate Agar (SCA), Na sitrat berfungsi untuk sumber karbon, dan
bromthymolblue untuk indikator.

Semua isolat bakteri endofit daun Meniran (Phyllanthus niruri L.) menunjukkan hasil uji urease negatif
karena tidak terjadinya perubahan warna media menjadi merah muda yang menandakan bakteri tersebut
tidak memiliki enzim urease. Uji Urease bertujuan untuk mengetahui bakteri yang memiliki enzim urease.
Keberadaan enzim katalase menunjukkan bakteri mampu mengubah urea menjadi amoniak (Ulfa et al.,
2016). Hasil uji urease negatif ditandai dengan tidak terjadinya perubahan media menjadi merah muda yang
menunjukkan bakteri tidak menghasilkan urease (Yusnia et al., 2019). Perubahan warna dapat terjadi saat
enzim urease memutus ikatan karbon dan nitrogen untuk membentuk amoniak. Adanya amoniak
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menyebabkan suasana media menjadi alkali atau basa sehingga indikator phenol red akan berubah menjadi
merah muda pada media (Fallo & Sine, 2016).

Uji TSIA dilakukan pada bakteri endofit daun Meniran (Phyllanthus niruri L.) dengan menggunakan
media TSIA (Triple Sugar Iron Agar). Media TSIA merupakan media yang dapat digunakan untuk mengetahui
kemampuan suatu mikroorganisme dalam mengfermentasi gula (Saidah & Susilawati, 2018). Media TSIA
mengandung karbohidrat berupa glukosa, sukrosa, dan laktosa, fenol merah sebagai indikator pH, serta
natrium tiosulfat (Haryani et al., 2012). Uji TSIA menunjukkan bahwa ketiga isolat menghasilkan warna
merah di bagian slant dan warna kuning di bagian butt. Apabila pada bagian slant media berwarna merah
dan butt berwarna kuning, menandakan bahwa bakteri mampu memfermentasi glukosa. Apabila pada bagian
slant dan butt media berwarna kuning, maka bakteri mampu memfermentasi glukosa, laktosa dan sukrosa
(Ismail et al., 2017).

Simpulan

Isolat bakteri endofit yang didapatkan dari sampel daun tanaman meniran sebanyak 10 isolat bakteri
endofit, 3 diantaranya menunjukkan nilai antagonis lebih besar terhadap bakteri uji yaitu Escherichia coli dan
Shigella dysentriae yaitu isolat bakteri Na(P)1, Na(P)2, dan Na(P)5. Kandungan senyawa metabolit sekunder
dari ketiga isolat tersebut menunjukkan bahwa isolat bakteri Na(P)l positif mengandung senyawa
flavonoid, alkaloid, dan steroid, isolat bakteri Na(P)2 positif mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, dan
triterpenoid, serta isolat bakteri Na(P)5 positif mengandung senyawa alkaloid, dan steroid. Ekstrak etil
asetat isolat bakteri endofit memiliki aktivitas antibakteri paling besar terhadap Escherichia coli pada isolat
Na(P)5 dan Shigella dysentriae pada isolat NA(P)2.
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