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            43 BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Endofit dari Batang Mangrove Sampel yang digunakan sebagai sumber isolat bakteri endofit berasal dari batang mangrove Avicennia yang diperoleh dari Taman Wisata Alam Angke Kapuk, Jakarta. Sampel dipilih dari 3 pohon dan masing-masing pohon diambil perwakilan 3 ranting. Bekas petikan ranting bantang mangrove yang diambil kemudian ditutup dengan kapas dan kain kassa steril untuk menghindari kontaminasi bakteri lain. Batang mangrove yang telah dipetik harus langsung diisolasi untuk menghindari perubahan dari bakteri endofit yang ada di dalam batang mangrove tersebut sebelum 2x24 jam. Sebelum ditanam pada media TSA (Triptic Soy Agar) dan ketokonazol sebagai anti jamur, ranting batang mangrove tersebut disterilisasi permukaannya untuk menghindari pertumbuhan dari bakteri lain. Sterilisasi permukaan batang dilakukan dengan merendam batang yang telah dipotong berukuran kurang lebih 5 cm kedalam etanol 70% selama 5 menit, larutan narium hipoklorit 0,1% selama 3 menit, larutan etanol 70% kembali selama 1 menit dan terakhir dibilas dengan akuades steril selama beberapa kali untuk mendapatkan batang steril. Natrium hipoklorit dan etanol berfungsi sebagai desinfektan yang berguna untuk mensterilisasi permukaan dari batang mangrove secara kimia. Batang steril yang didapat kemudian dibelah menjadi dua bagian dan ditanam dengan posisi menelungkup kearah media yang telah padat (Gambar 7). Cawa petri yag telah berisi batang mangrove Avicennia kemudian diinkubasi selama 3x24 jam pada suhu 27 0 C-29 0 C. Setelah 3 hari, bakteri endofit yang tumbuh kemudian dilakukan permunian hingga 7 kali untuk mendapatkan isolat tunggal. Hasil pemurnian isolat bakteri endofit didapatkan 9 isolat yang berasal dari batang mangrove Avicennia marina. Kesembilan isolat tersebut kemudian dilakukan uji aktivitas antibiotik terhadap bakteri Vibrio harveyi dan Staphylococcus aureus untuk mengetahui sifat antagonisnya. 
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 BAB IV
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Endofit dari Batang Mangrove
 Sampel yang digunakan sebagai sumber isolat bakteri endofit berasal dari
 batang mangrove Avicennia yang diperoleh dari Taman Wisata Alam Angke
 Kapuk, Jakarta. Sampel dipilih dari 3 pohon dan masing-masing pohon diambil
 perwakilan 3 ranting. Bekas petikan ranting bantang mangrove yang diambil
 kemudian ditutup dengan kapas dan kain kassa steril untuk menghindari
 kontaminasi bakteri lain.
 Batang mangrove yang telah dipetik harus langsung diisolasi untuk
 menghindari perubahan dari bakteri endofit yang ada di dalam batang mangrove
 tersebut sebelum 2x24 jam. Sebelum ditanam pada media TSA (Triptic Soy Agar)
 dan ketokonazol sebagai anti jamur, ranting batang mangrove tersebut disterilisasi
 permukaannya untuk menghindari pertumbuhan dari bakteri lain.
 Sterilisasi permukaan batang dilakukan dengan merendam batang yang
 telah dipotong berukuran kurang lebih 5 cm kedalam etanol 70% selama 5 menit,
 larutan narium hipoklorit 0,1% selama 3 menit, larutan etanol 70% kembali
 selama 1 menit dan terakhir dibilas dengan akuades steril selama beberapa kali
 untuk mendapatkan batang steril. Natrium hipoklorit dan etanol berfungsi sebagai
 desinfektan yang berguna untuk mensterilisasi permukaan dari batang mangrove
 secara kimia. Batang steril yang didapat kemudian dibelah menjadi dua bagian
 dan ditanam dengan posisi menelungkup kearah media yang telah padat (Gambar
 7). Cawa petri yag telah berisi batang mangrove Avicennia kemudian diinkubasi
 selama 3x24 jam pada suhu 270C-29
 0C. Setelah 3 hari, bakteri endofit yang
 tumbuh kemudian dilakukan permunian hingga 7 kali untuk mendapatkan isolat
 tunggal. Hasil pemurnian isolat bakteri endofit didapatkan 9 isolat yang berasal
 dari batang mangrove Avicennia marina. Kesembilan isolat tersebut kemudian
 dilakukan uji aktivitas antibiotik terhadap bakteri Vibrio harveyi dan
 Staphylococcus aureus untuk mengetahui sifat antagonisnya.
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 Gambar 7. Cawan Petri yang Berisi Batang Mangrove Avicennia marina
 4.2 Produksi Metabolit Bakteri Endofit
 Fermentasi antibiotik membutuhkan komposisi yang berbeda dengan
 media untuk pembiakan bakteri. Hal ini disebabkan oleh perbedaan fungsi dari
 kedua media tersebut. Media inokulum (pembiakan bakteri) menyediakan nutrien
 supaya sel mikroba tumbuh dengan cepat, sedangkan media fermentasi
 menyediakan nutrien yang dibutuhkan oleh bakteri terutama untuk menghasilkan
 produk yang dikehendaki (Andiko 2008). Dalam hal ini, media inokulum yang
 digunakan untuk menumbuhkan bakteri endofit adalah medium TSA (Triptic Soy
 Agar) yang memiliki kandungan soya pepton dan kasein pepton yang
 menyediakan nitrogen, vitamin, dan mineral bagi bakteri endofit (Sigma-aldrich).
 Sedangkan untuk proses fermentasi dipilih medium MHB (Mueller Hinton
 Broth) karena merupakan medium yang cocok digunakan untuk pengujian
 antimikroba. MHB memiliki kandungan karbon, nitrogen, vitamin, sulfur, dan
 asam amino yang berasal dari ekstrak beef dan kasein untuk memenuhi kebutuhan
 nutrien dari bakteri endofit (Sigma-aldrich). Andiko 2008, mengatakan bahwa
 komposisi media dan kondisi lingkungan merupakan faktor yang sangat penting
 bagi keberhasilan proses fermentasi. Faktor tersebut akan bervariasi tergantung
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 dari organisme yang digunakan dan tujuan fermentasi. Media harus
 mengandung nutrien untuk pertumbuhan, sumber energi, penyusun substansi sel
 dan biosintesis produk fermentasi. Komponen media yang paling penting yaitu
 sumber karbon dan nitrogen, karena sel mikroba dan produk fermentasi sebagian
 besar tersusun dari komponen tersebut. Komposisi media dapat sangat sederhana
 dan kompleks tergantung pada jenis mikroba yang digunakan dan tujuan
 fermentasi untuk menghasilkan produk antibiotik.
 Bakteri endofit yang didapat disetarakan dengan konsentrasi Mc Farland
 0,5 atau setara dengan kepadatan bakteri sebesar 1,5x108 CFU/ml. Konsentrasi
 Mc Farland 0,5 dipilih karena merupakan standar yang digunakan sebagai patokan
 jumlah bakteri pada metode agar dilusi, broth makro-mikro dilusi, metode disk
 difusi dan anaerobik tes. Selain itu, Mc Farland 0,5 merupakan salah satu cara
 yang dapat diaplikasikan untuk menyiapkan bakteri yang akan digunakan untuk
 uji kemampuan mikroba. Penyetaraan dengan Mc Farland juga dimaksudkan
 untuk mempermudah penghitungan bakteri satu per satu dan untuk
 memperkirakan kepadatan sel yang digunakan pada prosedur pengujian
 antimikroba (Sutton 2011).
 Setelah mencapai tingkat kekeruhan yang diinginkan, sebanyak 1 ml
 suspensi bakteri endofit dipindahkan kedalam erlenmeyer yang telah berisi 9 ml
 medium MHB. Proses fermentasi dilakukan selama dua hari atau selama 48 jam
 pada suhu 33,90C dengan kecepatan 130 rpm. Setelah 48 jam, suspensi bakteri
 tersebut disentrifugasi pada kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. Hasil
 fermentasi (Gambar 8) dari kesembilan isolat bakteri endofit yang ada didapatkan
 supernatan sebanyak ±8 – 9 ml untuk masing-masing isolat. Adapun hasil nilai
 absorbansi akhir fermentasi bakteri endofit (Gambar 17). Supernatan yang ada,
 digunakan untuk uji aktivitas terhadap bakteri Vibrio harveyi (Gram negatif) dan
 Staphylococcus aureus (Gram positif). Sebelum digunakan supernatan ini
 disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 100C agar tidak merubah zat yang
 ada di dalamnya dan juga untuk mencegah kontaminasi dari mikroba lain.
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 (a)
 (b)
 (c)
 Gambar 8. Supernatan Hasil Fermentasi Bakteri Endofit (a) Isolat 1, 2, 3;
 (b) Isolat 4.1, 4.2, 5; (c) Isolat 6, 7.1, 7.2
 4.3 Kandungan Metabolit Hasil Fermentasi Bakteri Endofit
 Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang umumnya
 mempunyai kemampuan bioaktifitas dan berfungsi sebagai pelindung organisme
 inang dari gangguan hama penyakit atau lingkungan dari habitat organisme
 tersebut. Senyawa metabolit sekunder tidak dibutuhkan untuk pertumbuhan, akan
 tetapi sangat dibutuhkan untuk kelangsungan hidupnya, yaitu merupakan senyawa
 yang berguna untuk menangkal serangan dari predator dan untuk bertahan
 terhadap lingkungan (Wink 1999 dalam Sudibyo 2002).
 Mikroba endofit dapat menghasilkan senyawa-senyawa bioaktif yang
 sangat potensial untuk dikembangkan menjadi obat. Hal ini karena mikroba
 merupakan organisme yang mudah ditumbuhkan, memiliki siklus hidup yang
 pendek dan dapat menghasilkan jumlah senyawa bioaktif dalam jumlah besar
 dengan metode fermentasi (Prihatiningtias dan Sri 2011). Hasil fermentasi
 mikroba endofit menunjukkan adanya senyawa metabolit sekunder yang
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 dihasilkan. Dari lima uji senyawa metabolit sekunder, didapatkan tiga senyawa
 metabolit sekunder yang dikandung oleh mikroba endofit yang berasal dari batang
 mangrove Avicennia marina diantaranya alkaloid, tanin, dan saponin (Tabel 4).
 Tabel 4. Senyawa Metabolit Sekunder yang dimiliki oleh Mikroba Endofit
 Batang Mangrove Avicennia marina
 Isolat Senyawa Metabolit Sekunder
 Alkaloid Flavonoid Terpenoid dan Steroid Tanin Saponin
 1 + - - +++ -
 2 +++ - - ++ ++
 3 + - - +++ ++
 4.1 +++ - - + -
 4.2 ++ - - ++ -
 5 ++ - - ++ -
 6 + - - + ++
 7.1 +++ - - ++ -
 7.2 + - - + ++
 Kontrol + - - + ++
 Mikroba endofit yang hidup dalam tanaman dapat menghasilkan senyawa
 metabolit sekunder sama dengan yang dihasilkan inangnya akibat adanya
 pertukaran genetis dan hubungan evolusi yang panjang (Tan and Zou 2001; Radji
 2005 dalam Pujiyanto dkk 2010). Eksplorasi mikroba endofit diharapkan dapat
 menghasilkan metabolit sekunder penting yang memiliki khasiat sama dengan
 metabolit yang dihasilkan tanaman inangnya. (Pujiyanto dkk 2010).
 Pencarian mikroba endofit yang spesifik sebagai penghasil antibiotik tidak
 dapat dilakukan secara random. Tumbuhan sebagai inang fungi endofit harus
 memiliki proses seleksi tertentu berdasarkan pengaruh lingkungannya, umur dan
 sejarah tumbuhan inang, serta berdasarkan penggunaan tumbuhan inang secara
 etnobotani (Castillo dkk 2002 dalam Prihatiningtias dan Sri 2011).
 Avicennia marina adalah salah satu jenis tanaman mangrove yang telah
 diketahui memiliki sejarah etnobotani (digunakan sebagai bahan obat). Tumbuhan
 mangrove Avicennia marina mengandung senyawa seperti alkaloid, flavonoid,
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 fenol, terpenoid, steroid dan saponin yang sering digunakan sebagai bahan obat-
 obatan modern (Eryanti 1999). Mikroba endofit pada umumnya mampu
 menghasilkan senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, terpenoid, steroid,
 flavonoid, kuinon, fenol dan lain sebagainya. Senyawa-senyawa ini sebagian
 besar mempunyai potensi yang besar sebagai senyawa bioaktif (Tan & Zou, 2001
 dalam Prihatiningtias dan Sri 2011).
 a. Alkaloid
 Hasil positif uji alkaloid ditunjukkan dengan terbentuknya endapan putih.
 Dari 9 isolat yang diuji memperlihatkan bahwa semua isolat positif mengandung
 alkaloid (Gambar 9)
 Gambar 9. Hasil Uji Alkaloid dari Kiri ke Kanan (kontrol, isolat 1, isolat 2,
 isolat 3, isolat 4.1, isolat4.2, isolat 5, isolat 6, isolat 7.1, isolat 7.2
 Robinson (1998) dalam Fatiqin (2009) alkaloid dapat mengganggu
 terbentuknya jembatan seberang silang komponen penyusun peptidoglikan pada
 sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan
 menyebabkan kematian.
 b. Flavonoid
 Hasil positif dari uji flavonoid ditunjukkan dengan perubahan warna
 menjadi kuning. Dari semua ekstrak hasil fermentasi, kesembilan isolat
 menunjukkan hasil negatif. Menurut Robinson (1998) dalam Fatiqin (2009),
 flavonoid merupakan senyawa fenol yang tersebar dalam tumbuhan karena

Page 7
                        

49
 flavonoid mempunyai banyak fungsi, pada tumbuhan yang mengandung flavonoid
 berfungsi sebagai pengatur tumbuh, fotosintesis, kerja anti mikroba dan virus.
 c. Terpenoid dan Steroid
 Hasil uji triterpenoid dan steroid dengan timbulnya warna merah untuk
 positif terpenoid, sedangakan warna biru atau ungu untuk positif steroid. Hasil uji
 terpenoid dan steroid, menunjukkan hasil negatif untuk semua sampel (Gambar
 10).
 Gambar 10. Hasil Uji Terpenoid dan Steroid
 d. Tanin
 Hasil positif untuk uji tanin dengan adanya perubahan warna biru atau hijau
 kehitaman. Sembilan sampel hasil fermentasi yang diuji kandungan senyawa
 taninnya, menunjukkan hasil yang sangat beragam. Hasil tanin yang paling
 banyak ditunjukkan oleh sampel ekstrak hasil fermentasi isolat 1 dan 3 dengan
 perubahan warna hijau coklat – hijau kehitaman yang sangat pekat (Gambar 11).
 Kemampuan tanin dalam menghambat pertumbuhan bakteri menurut
 Masduki (1996) dalam Fatiqin (2009) yaitu dengan cara mempresipitasi protein,
 karena diduga tanin juga mempunyai efek yang sama dengan senyawa fenolik.
 Efek antibiotik tanin antara lain melalui: reaksi dengan membran sel, inaktivasi
 enzim dan inaktivasi fungsi materi genetik.
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 . Gambar 11. Hasil Uji Senyawa Tanin dari Kiri ke Kanan
 (kontrol, isolat 1, isolat 2, isolat 3, isolat 4.1, isolat4.2,
 isolat 5, isolat 6, isolat 7.1, isolat 7.2)
 e. Saponin
 Hasil positif dari uji saponin ditunjukkan dengan timbulnya buih / busa
 setelah dikocok dengan kuat selama 10 menit. Hasil positif saponin, ditunjukkan
 oleh hasil fermentasi isolat bakteri endofit 2, 3, 6, 7.2 (Gambar 12).
 Gambar 12. Hasil Uji Saponin
 Senyawa saponin yang mempunyai manfaat sebagai spermisida (obat
 kontrasepsi laki-laki); antimikroba, antiperadangan, dan aktivitas sitotoksik
 (Faradisa 2008). Saponin merupakan glukosida yang larut dalam air dan etanol,
 tetapi tidak larut dalam eter. Saponin bekerja sebagai antibakteri dengan
 mengganggu stabilitas membran sel bakteri sehingga menyebabkan sel
 bakterilisis, jadi mekanisme kerja saponin termasuk dalam kelompok antibakteri
 yang mengganggu permeabilitas membran sel bakteri, yang mengakibatkan
 kerusakan membran sel dan menyebabkan keluarnya berbagai komponen penting
 dari dalam sel bakteri yaitu protein, asam nukleat dan nukleotida (Ganiswarna,
 1995 dalam Darsana dkk 2012).
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 4.4 Ekstraksi Batang Mangrove Avicennia marina
 Ekstraksi merupakan penyarian zat-zat berkhasiat atau zat-zat aktif dari
 bagian tanaman obat, hewan dan beberapa jenis ikan termasuk biota laut. Zat-zat
 aktif terdapat di dalam sel, namun sel tanaman dan hewan berbeda demikian pula
 ketebalannya, sehingga diperlukan metode ekstraksi dengan pelarut tertentu dalam
 mengekstraksinya (Harbone, 1987).
 Ekstraksi mangrove dilakukan selama 1x24 jam dan dilakukan
 pengulangan sebanyak satu kali. Pengulangan maserasi ini dilakukan untuk
 mengambil sisa dari senyawa metabolit sekunder yang mungkin masih tertinggal.
 Hasil ekstrak kasar yang ada disimpan di dalam vial (Gambar 13) dan diletakkan
 di lemari pendingin.
 (a)
 (b)
 Gambar 13. Hasil Ekstrak Metanol Mangrove Avicennia sp
 (a) batang tua (b) batang muda
 Penggunaan perbandingan 1:10 dilakukan karena semakin banyak pelarut
 yang digunakan maka semakin besar driving force antara konsentrasi senyawa di
 dalam bahan dengan konsentrasi senyawa di pelarut. Waktu perendaman yang
 dilakukan yaitu selama 1x24 jam dengan pengulangan sebanyak satu kali.
 Semakin lama waktu ekstraksi yang digunakan, waktu kontak antara sampel dan
 pelarut maka akan semain banyak jumlah senyawa yang terekstraksi.
 Ekstrak metanol dari batang muda Avicennia marina didapatkan sebanyak
 0,5521 gram dengan rendemen sebesar 2,208%. Sedangkan ekstrak metanol dari
 batang tua Avicennia marina didapatkan sebanyak 0,9029 gram dengan rendemen
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 sebesar 3,6116%. Perbedaan hasil ekstrak (Tabel 5) yang didapat dikarenakan
 pada ekstrak metanol batang tua lebih berbentuk cairan sedangkan untuk ektrak
 metanol batang muda, ekstrak kasar yang didapat berupa pasta dan padat.
 Perbedaan hasil yang didapat dikarenakan adanya perbedaan senyawa metabolit
 sekunder yang terkandung didalamnya akibat pengaruh dari lingkungan tumbuh,
 pemupukan, umur tanaman, waktu panen, dan pasca panen.
 Tabel 5. Hasil Ekstraksi Batang Mangrove Avicennia sp
 Sampel BK
 (gram)
 VP
 (gram)
 BE
 (gram) R Warna
 Batang Muda 25 250 0,5521 2,2084% Coklat kehijauan
 Batang Tua 25 250 0,9029 3,6116% Coklat kehitaman *BK = Berat Kering, VP = Volume Pelarut, BE = Berat Ekstrak, R = Rendemen
 4.5 Hasil Uji Aktivitas Antibiotik
 Berdasarkan uji potensi dari bakteri endofit terhadap bakteri Vibrio
 harveyi diperoleh zona hambat (zona bening) dengan pengukuran dengan
 menggunakan jangka sorong. Pengamatan dilakukan setelah 24 jam masa inkubasi
 bakteri Vibrio harveyi pada suhu 30,50C. Bakteri Vibrio yang telah diremajakan
 kemudian disamakan dengan kekeruhan Mc Farland 0,5 atau senilai dengan
 kekeruhan 1,5x108 CFU/ml. Cawan petri yang telah berisi medium NA kemudian
 dibagi menjadi 6 zona dengan penempatan berseling antara hasil fermentasi isolat
 bakteri endofit dengan kontrol yang berupa batang mangrove yang muda, batang
 mangrove yang tua, dan amoxicilin (Gambar 14).
 Gambar 14. Ilustrasi Pembagian Cawan Petri menjadi 6 Zona
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 Dalam satu cawan petri, hasil fermentasi isolat 1, 2, dan 3 terletak dalam
 satu cawan petri dan diletakkan berseling antara hasil fermentasi isolat bakteri
 endofit dengan kontrol yang berupa batang mangrove yang muda, batang
 mangrove yang tua, dan amoxicilin dan dilakukan pengulangan sebanyak 2 kali.
 Hasil fermentasi isolat 4.1, 4.2, dan 5 terletak dalam satu cawan petri dan
 diletakkan berseling antara hasil fermentasi isolat bakteri endofit dengan kontrol
 yang berupa batang mangrove yang muda, batang mangrove yang tua, dan
 amoxicilin dan dilakukan pengulangan sebanyak 2 kali. Hasil fermentasi isolat 6,
 7.1, 7.2 terletak dalam satu cawan petri dan diletakkan berseling antara hasil
 fermentasi isolat bakteri endofit dengan kontrol yang berupa batang mangrove
 yang muda, batang mangrove yang tua, dan amoxicilin dan dilakukan
 pengulangan sebanyak 2 kali.
 Hasil pengukuran zona hambat bakteri endofit yang didapat menunjukkan
 bahwa 9 isolat bakteri endofit batang mangrove Avicennia marina terhadap
 bakteri Vibrio harveyi memiliki potensi antibiotik sedang dan lemah yang ditandai
 dengan terbentuknya daerah hambat (Tabel 6). Menurut Davis Stout (1971) dalam
 Hardiningtyas (2009), daerah hambatan dengan diameter 20 mm atau lebih
 menandakan memiliki potensi sangat kuat, daerah hambatan dengan diameter 10-
 20 mm memiliki potensi antibakteri kuat, daerah hambatan dengan diameter 5-10
 mm memiliki potensi antibakteri sedang, dan daerah hambatan dengan diameter 5
 mm atau kurang potensi antibakterinya lemah.
 Zona hambat yang terbentuk akibat sifat antagonis dari isolat endoft
 terhadap bakteri Vibrio harveyi menunjukkan adanya pengaruh dari senyawa
 metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit yang berasal dari batang
 mangrove Avicennia marina seperti alkaloid, tanin dan saponin yang berfungsi
 sebagai zat antibiotik.
 Berdasarkan Tabel 6, isolat 1, 2, dan 3 memiliki diameter zona hambat
 sebesar 4,33 mm, 7,46, dan 3,99 (Lampiran 7) yang menunjukkan potensi
 antibiotik secara berturut-turut menunjukkan potensi antibiotik lemah, sedang,
 lemah. Isolat 4.1, 4.2, 5 memiliki diameter zona hambat sebesar 3,54 mm, 3,31
 mm, 2,44 mm (Lampiran 8) yang menunjukkan potensi antibiotik lemah. Isolat 6,
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 7.1, 7.2 memiliki diameter zona hambat sebesar 3,96 mm, 1,86 mm, 1,56 mm
 (Lampiran 9) yang menunjukkan potensi antibiotik lemah.
 Tabel 6. Hasil Pengukuran Zona Hambat Vibrio harveyi
 Isolat
 Diameter Zona Hambat Vibrio harveyi (mm)
 Ulangan Rata-rata M. Muda M. Tua Amoxicilin
 1 2 3
 1 4,52 2,79 5,68 4,33
 2,60 2,09 23,98 2 5,88 7,93 8,56 7,46
 3 4,72 4,08 3,17 3,99
 4.1 4,80 2,24 3,59 3,54
 1,62 0,35 24,76 4.2 5,04 0,51 4,39 3,31
 5 2,31 0 5,02 2,44
 6 6,49 5,40 0 3,96
 3,86 0,47 16,99 7.1 1,73 3,85 0 1,86
 7.2 1,74 2,96 0 1,57
 Dibandingkan dengan kontrol antibiotik alami yang berasal dari mangrove
 dan antibiotik sintetik yaitu amoxicillin, kemampuan antibiotik yang dihasilkan
 oleh semua isolat bakteri endofit berada diantara kontrol alami dan kontrol
 sintetik. Hasil pengukuran zona hambat yang terbentuk dari kontrol alami batang
 mangrove muda berada pada 1 – 4 mm, sedangkan pengukuran zona hambat yang
 berasal dari batang mangrove tua berada pada 0 – 2 mm. Perbedaan hasil zona
 hambat yang dihasilkan oleh batang mangrove dimungkinkan karena jumlah
 senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan akibat perbedaan umur dari batang
 mangrove yang diambil. Dalam hal ini, senyawa metabolit sekunder di alam
 dihasilkan dalam jumlah sangat kecil (dapat mencapai ng/g atau 10-9
 g/g bahan)
 dan dalam kondisi tertentu (kondisi stressing). Serta tidak diproduksi secara
 universal yakni hanya pada spesies atau strain tertentu (Sudibyo 2002).
 Zona hambat yang terbetuk menandakan kemampuan bakteri endofit
 menghasilkan zat antibiotik. Bakteri Vibrio harveyi merupakan bakteri Gram
 negatif yang memiliki susunan dinding sel berupa peptidoglikan, protein dan lipid.
 Sifat dari zat antimikroba salah satu nya adalah mengubah protein dan asam
 nukleat dimana kelangsungan hidup sel sangat tergantung pada molekul – molekul
 protein dan asam nukleat. Hal ini berarti bahwa gangguan apapun yang terjadi
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 pada pembentukan atau fungsi zat – zat tersebut dapat mengakibatkan kerusakan
 total pada sel (Pelczar dan Chan 2005). Dalam hal ini, perbedaan komposisi dan
 struktur dinding sel dari bakteri Gram negatif dan Gram positif ternyata
 memberikan respon yang dapat dipahami secara jelas.
 Berdasarkan uji potensi dari bakteri endofit terhadap bakteri
 Staphylococcus aureus, zona hambat yang terbentuk cenderung lebih kecil.
 Staphylococcuas aureus merupakan bakteri Gram positif yang memiliki
 polisakarida dan protein yang bersifat antigen yang merupakan substansi penting
 di dalam struktur dinding sel. Sifat dari bakteri Staphyloccocus aureus yang
 cenderung lebih kuat mempertahankan dinding sel atau peptidoglikan.
 Hasil diameter zona hambat yang terbentuk menunjukkan bahwa bakteri
 endofit cenderung kurang bisa untuk melawan bakteri patogen Staphyloccocus
 aureus (Tabel 7). Kecilnya zona hambat yang terbentuk akibat daya antagonis
 isolat bakteri endofit 1; 2; 3 (Lampiran 10), 4.1; 4.2; 5 (Lampiran 11) dan 6; 7.1;
 7.2 (Lampiran 12) dimungkinkan aktivitas metabolit yang dihasilkan dari bakteri
 endofit hanya sensitif pada golongan bakteri tertentu.
 Tabel 7. Hasil Pengukuran Zona Hambat Staphylococcus aureus
 Isolat
 Diameter Zona Hambat Staphylococcus aureus (mm)
 Ulangan Rata-rata M. Muda M. Tua Amoxicilin
 1 2 3
 1 0,82 0,77 0,51 0,70
 0,73 1,09 35,39 2 3,62 0 1,30 1,64
 3 0 0,04 1,73 0,59
 4.1 1,29 0 1,76 1,02
 0,73 1,06 32,09 4.2 1,72 7,91 2,05 3,89
 5 0 1,69 0 0,56
 6 0 0 0 0
 0,19 0,55 37,09 7.1 0 0 0,99 0,33
 7.2 0 0,17 0,16 0,11
 Berdasarkan tabel 7, ditunjukkan dengan hasil pengukuran zona hambat
 dari isolat 1 menghasilkan daerah hambat sebesar 0,70 mm, isolat 2 menghasilkan
 daerah hambat sebesar 1,64 mm, isolat 3 menghasilkan daerah hambat sebesar
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 0,59 mm, isolat 4.1 menghasilkan daerah hambat sebesar 1,08 mm, isolat 4.2
 menghasilkan daerah hambat sebesar 3,89 mm, isolat 5 menghasilkan daerah
 hambat sebesar 0,56 mm, isolat 6 tidak mampu menghambat pertumbuhan dari
 S.aureus, isolat 7.1 menghasilkan daerah hambat sebesar 0,33 mm, isolat 7.2
 menghasilkan daerah hambat sebesar 0,11 mm. Dibandingkan dengan kontrol
 antibiotik alami yang berasal dari mangrove dan antibiotik sintetik yaitu
 amoxicillin, kemampuan antibiotik yang dihasilkan oleh semua isolat bakteri
 endofit berada diantara kontrol alami dan kontrol sintetik. Hasil pengukuran zona
 hambat yang terbentuk dari kontrol alami batang mangrove muda maupun batang
 mangrove tua berada pada 0 – 1 mm.
 Menurut Tortora (2001) dalam Fatiqin (2009), aktivitas antibiotik yang
 sensitif menghambat pertumbuhan bakteri baik golongan bakteri Gram positif
 maupun Gram negatif, dikatakan mempunyai spektrum yang luas. Sebaliknya
 suatu antibiotik yang hanya efektif terhadap golongan bakteri Gram tertentu
 dikatakan antibiotik spektrum sempit, seperti golongan pinisilin yang aktif pada
 bakteri Gram positif, golongan streptomycin aktif menghambat pada golongan
 bakteri gram negatif sedangkan tetracyclin mempunyai spektrum luas pada dua
 daerah bakteri Gram positif dan Gram negatif.
 Selain adanya perbedaan komposisi dan susunan dinding sel dari Vibrio
 harveyi dan Staphylococcus aureus, terbentuknya zona hambat juga dapat
 dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan bakteri uji yang berlebihan sehingga
 pengaruh metabolit yang dihasilkan oleh bakteri endofit tidak bersifat antagonis
 terhadap pertumbuhan Vibrio harveyi dan Staphylococcus aureus (Stobel 2002
 dalam Fatiqin 2012).
 Dalam grafik perbandingan diameter zona hambat antara bakteri endofit,
 mangrove muda, dan mangrove tua terhadap Vibrio harveyi dan Staphylococcus
 aureus (Gambar 15) digambarkan bagaimana kemampuan dari bakteri endofit
 dalam menghambat pertumbuhan bakteri Vibrio harveyi dan Staphylococcus
 aures. Bakteri endofit dari batang mangrove cenderung lebih mampu menghambat
 pertumbuhan dari bakteri Vibrio harveyi. Isolat yang memiliki kemampuan baik
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 dalam penghambatan bakteri Vibrio harveyi dan Staphylococcus aureus
 ditunjukkan oleh isolat 2, isolat 4.1, dan 4.2.
 Bakteri Vibrio harveyi merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki
 dinding sel yang kaku, berbentuk sel tunggal, koma atau batang terpilin (Akhyar,
 2010). Bakteri Gram negatif merupakan bakteri yang memiliki lapisan
 peptidoglikan lebih tipis sekitar 10-20% dibandingkan dengan bakteri Gram
 positif seperti halnya Staphylococcus aureus, tetapi bakteri Gram negatif
 mempunyai membran luar yang tebal yang tersusun dari protein, fosfolipida, dan
 lipopolisakarida sehingga bersama-sama dengan lapisan peptidoglikan, keduanya
 membentuk mantel pelindung yang kuat untuk sel (Pelczar and Chan, 2005).
 (a)
 (b)
 Gambar 15. Grafik Perbandingan Diameter Zona Hambat antara Bakteri Endofit,
 Mangrove Muda, dan Mangrove Tua terhadap (a) V. harveyi dan (b) S. aureus
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 Kecilnya zona hambat yang terbentuk dimungkinkan kemampuan
 antibiotik yang dihasilkan karena belum optimalnya waktu produksi metabolit
 sekunder oleh bakteri endofit. Metabolit sekunder biasanya menjelang atau tepat
 pada fase stasioner. Menurut Rahman (1989) dalam Fatiqin (2009), fase
 pertumbuhan stationer merupakan fase dimana bakteri endofit menghasilkan
 metabolit sekunder, pada saat ini aktivitas metabolit bakteri sangat menentukan
 pembentukan zona hambat bening karena bakteri endofit telah siap mensekresikan
 metabolitnya yang dapat digunakan sebagai antibakteri.
 Bakteri endofit dapat berpengaruh pada kesehatan tanaman dalam hal: (1)
 antagonisme langsung atau penguasaan niche atas patogen, (2) menginduksi
 ketahanan sistemik dan (3) meningkatkan toleransi tanaman terhadap lingkungan.
 Sifat-sifat tersebut yang menyebabkan bakteri endofit dapat dimanfaatkan sebagai
 pengendali hayati penyakit tanaman bahkan dapat mengurangi serangan hama
 tanaman.
 Kemampuan mikroba edofit dalam menghasilkan antibiotik dapat
 dijadikan sebagai alternatif sumber antibiotik baru dalam dunia farmasi. Senyawa
 metabolit sekunder yang dihasilkan oleh bakteri endofit dapat dijadikan sebagai
 sumber senyawa bioaktif yang mampu menghambat pertumbuhan dari mikroba
 lain (Sudibyo 2002). Kenyataan lain, menyebutkan bahwa dari 250 macam
 senyawa bioaktif yang banyak digunakan pada saat ini sekitar 41,4% adalah
 produk total sintesis, 30,7% adalah produk dari alam dan sisanya 27,9% adalah
 produk semisintetik (Strohl 1997 dalam Sudibyo 2002).
 Upaya pencarian senyawa bioaktif baru yang berasal dari mikroba endofit
 telah dilakukan oleh beberapa penelitian terdahulu, hasilnya menyebutkan bahwa
 bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman mangrove Bruguiera gymnorrhiza
 mampu menghambat pertumbuhan dari bakteri Staphylococcus aureus dan
 Escherichia coli dengan diameter zona hambat sebesar 9 mm (Utami dkk 2008).
 Pada penelitian Haniah 2008, menyebutkan bahwa dari 9 isolat jamur
 endofit berhasil diisolasi dari daun sirih (P. betel L) dan memperlihatkan bahwa
 semua isolat dapat menghambat pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus
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 sebesar 31,76 mm dan bakteri Escherichia coli sebesar 23,44 mm.
 Pada isolasi bakteri endofit yang berasal dari daun dan kulit tanaman pulai
 (Alstonia scholaris) disebutkan memiliki potensi menghasilkan senyawa senyawa
 antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus dengan rata-rata menghasilkan
 zona hambat sebesar 1-3 mm (Fatiqin 2009).
 4.6 Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri Endofit
 4.6.1 Morfologi dan Sifat Gram Bakeri Endofit
 Dari 9 sampel batang mangrove yang diambil, didapatkan 9 jenis isolat
 berbeda (Lampiran 13). Bakteri endofit ini bersifat anaerob fakultatif yakni dapat
 tumbuh baik walaupun tanpa oksigen bebas. Dari 9 isolat yang didapat masing-
 masing memiliki karakterisasi morfologi yang berbeda. Untuk ukuran koloni
 bakteri endofit ini termasuk memiliki ukuran dari kecil hingga besar.
 Pigmentasinya berwarna putih dan kuning. Bentuk koloni dari bakteri endofit
 yang didapat terdapat tiga jenis yakni bentuk rhizoid (menyebar), irregular (tidak
 beraturan), sirkular (bulat). Sedangkan untuk margin dan elevasinya didominasi
 oleh tipe bergelombang dengan ketinggian nyaris rata pada medium.
 Morfologi isolat bakteri endofit 1 memiliki bentuk rhizoid atau menyebar
 pada seluruh permukaan medium dengan pigmentasi berwarna putih kekuningan.
 Isolat bakteri endofit 1 ini berukuran sedang dengan margin rata dan memiliki
 elevasi yang rata dengan medium. Isolat bakteri endofit 1 bersifat Gram positif
 dengan susunan sel berbentuk kokus.
 Morfologi isolat bakteri endofit 2 memiliki bentuk rhizoid atau menyebar
 pada seluruh permukaan medium dengan pigmentasi berwarna putih. Isolat
 bakteri endofit 2 ini berukuran besar dengan margin bergerigi (serrate) dan
 memiliki elevasi yang rata dengan medium. Isolat bakteri endofit 2 bersifat Gram
 negatif dengan susunan sel berbentuk kokus
 Morfologi isolat bakteri endofit 3 memiliki bentuk rhizoid atau menyebar
 pada seluruh permukaan medium dengan pigmentasi berwarna putih. Isolat
 bakteri endofit 3 ini berukuran sedang dengan margin lobate (berlekuk) dan
 memiliki elevasi yang berbentuk cembung seperti tetesan air. Sifat dari isolat
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 bakteri endofit 3 merupakan Gram negatif dengan susunan sel bulat berantai
 (streptokokus)
 Morfologi isolat bakteri endofit 4.1 memiliki bentuk irregular atau tidak
 beraturan dengan pigmentasi berwarna putih transparan. Isolat bakteri endofit 4.1
 ini berukuran besar dengan margin bergelombang (undulate) dan memiliki elevasi
 yang rata dengan medium. Bakteri endofit 4.1 bersifat Gram positif dengan
 susunan sel berbentuk batang.
 Morfologi isolat bakteri endofit 4.2 memiliki bentuk irregular atau tidak
 beraturan dengan pigmentasi berwarna kuning pudar. Isolat bakteri endofit 4.2
 berukuran besar dengan margin bergerigi (serrate) dan memiliki elevasi berbentuk
 cembung seperti tetesan air. Bakteri endofit 4.2 bersifat Gram positif dengan
 susunan sel berbentuk batang.
 Morfologi isolat bakteri endofit 5 memiliki bentuk irregular atau tidak
 beraturan dengan pigmentasi berwarna kuning. Isolat bakteri endofit 5 berukuran
 cenderung besar dengan margin bergerigi (serrate) dan memiliki elevasi berbentuk
 cembung seperti tetesan air. Bakteri endofit 5 bersifat Gram positif dengan
 susunan sel berbentuk kokus.
 Morfologi isolat bakteri endofit 6 memiliki bentuk irregular atau tidak
 beraturan dengan pigmentasi berwarna kuning. Isolat bakteri endofit 6 berukuran
 besar dengan margin bergerigi (serrate) dan memiliki elevasi berbentuk cembung
 seperti tetesan air. Bakteri endofit 6 bersifat Gram negatif dengan susunan sel
 berbentuk kokus berantai (streptokokus).
 Morfologi isolat bakteri endofit 7.1 memiliki bentuk sirkular atau bulat,
 bertepi dan memiliki pigmentasi berwarna kuning pudar. Isolat bakteri endofit 7.1
 berukuran kecil seperti titik dengan margin bergelombang (undulate) dan
 memiliki elevasi yang rata dengan medium. Bakteri endofit 7.1 bersifat Gram
 negatif dengan susunan sel berbentuk kokus.
 Morfologi isolat bakteri endofit 7.2 memiliki bentuk irregular atau tidak
 beraturan dengan pigmentasi berwarna kuning. Isolat bakteri endofit 7.2
 berukuran kecil seperti titik dengan margin rata (entire) dan memiliki elevasi yang
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 rata dengan medium. Bakteri endofit 7.2 bersifat Gram negatif dengan susunan sel
 berbentuk batang berantai (streptobasil)
 Bakteri memiliki ciri karakteristik morfologi yang berbeda-beda. Bentuk
 morfologi itu merupakan ciri khas bagi suatu spesies tertentu. Variasi bentuk pada
 sel bakteri adalah bulat (kokus), batang/bulat memanjang (basil) dan lengkung.
 Menurut Ilyas (2001) dalam Tarigan dan Kuswandi (2012), variasi bentuk bakteri
 yang terjadi baik secara tetap atau bentuk involusi dipengaruhi lingkungan, umur,
 syarat pertumbuhan tertentu, faktor makanan, dan suhu.
 Pewarnaan Gram berguna untuk membedakan gram positif dan gram
 negatif (Lampiran 14). Menurut Lay (1994) dalam Tarigan dan Kuswandi (2012)
 menyatakan perbedaan hasil pewarnaan disebabkan oleh adanya perbedaan
 struktur dinding sel bakteri sehingga terjadi perbedaan reaksi dalam permeabilitas
 zat warna. Hasil pengamatan morfologi koloni bakteri dan pewarnaan Gram dapat
 disederhanakan ke dalam Tabel 8.
 Tabel 8. Morfologi Isolat Bakteri Endofit Batang Mangrove Avicennia marina
 Isolat
 Karakterisasi
 Morfologi Koloni Gram
 Morfologi Sel
 Ukuran Pigmentasi Bentuk Margin Elevasi Bentuk Penataan
 1 Sedang Putih kekuningan Rhizoid Entire Flat Positif Kokus Mono
 2 Besar Putih Rhizoid Serrate Flat Negatif Kokus Mono
 3 Sedang Putih kekuningan Rhizoid Lobate Convex Negatif Kokus Strepto
 4.1 Besar Putih transparan Irregular Undulate Flat Positif Batang Mono
 4.2 Sedang Kuning pudar Irregular Serrate Convex Positif Batang Mono
 5 Besar Kuning Irregular Serrate Umbonate Positif Kokus Mono
 6 Besar Kuning Irregular Serrate Umbonate Negatif Kokus Strepto
 7.1 Titik Kuning pudar Sirkular Undulate Flat Negatif Kokus Mono
 7.2 Titik Kuning Irregular Entire Flat Negatif Batang Strepto
 4.6.2 Karakteristik Biokimia
 Selain pengamatan melalui morfologi koloni bakteri dan pewarnaan Gram,
 dilakukan juga serangkaian uji biokimia untuk mengetahui dan mengelompokkan
 bakteri ke dalam spesies tertentu. Karakteristik dan klasifikasi sebagian mikroba
 seperti bakteri berdasarkan pada reaksi enzimatik ataupun biokimia. Biokimia
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 fingerprints ini berfungsi sebagai kontrol aktifitas sel-sel enzimatis serta
 bertanggung jawab terhadap bioenergi, biosintesis, serta biodegradasi yang terjadi
 di dalam tubuh mikroorganisme (Cappuccino and Sherman 2005).
 Uji biokimia yang dilakukan antara lain fermentasi karbohidrat (glukosa,
 sukrosa, dan laktosa), hidrolisis pati, hidrolisis lemak, hidrolisis kasein, hidrolisis
 gelatin, uji produksi H2S, produksi indol, produksi urease, uji metil red, uji
 Voges-Proskauer, uji TSI, Uji Simmon’s sitrat, uji reduksi nitrat, dan motilitas.
 Dalam uji biokimia, hanya dilakukan pada 3 isolat terpilih yang menghasilkan
 antibiotik yang dapat menghambat pertumbuhan dari bakteri Vibrio harveyi dan
 Staphylococcus aureus.
 a. Fermentasi Karbohidrat (Glukosa, Sukrosa, dan Laktosa)
 Fermentasi Karbohidrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan dari
 bakteri dalam merombak atau memetabolisme jenis karbohidrat, produksi asam
 dan gas. Uji fermentasi karbohidrat dilakukan melalui tiga jenis karbohidrat
 sebagai substrat untuk mengetahui kemampuan fermentasi dari bakteri yang akan
 diuji. Karbohidrat yang digunakan yaitu glukosa, sukrosa, dan laktosa.
 Fermentasi merupakan salah satu aktivitas biokimia yang dilakukan oleh
 mikroba dengan merubah senyawa makromolekul organik menjadi senyawa yang
 lebih sederhana pada kondisi anaerob. Pada fermentasi karbohidrat dilakukan
 perombakan monosakarida menjadi alkohol, gas karbondioksida, asam organik
 dan energi dengan bantuan mikrobia. Fermentasi karbohidrat menghasilkan
 berbagai senyawa akhir, seperti asam laktat dan propionet, ester-ester, keton dan
 gas (Pelczar and Chan, 2005).
 Perombakan karbohidrat menjadi senyawa-senyawa diatas dapat dijadikan
 sumber energi terbaru. Glukosa dapat langsung masuk dalam jalur fermentasi
 tahap pertama sedangkan sukrosa dan laktosa akan dihidrolisis terlebih dahulu
 menjadi monosakarida penyusunnya. Laktosa dihidrolisis menjadi galaktosa dan
 glukosa, sedangkan sukrosa dihidrolisis menjadi glukosa dan fruktosa.
 Fermentasi karbohidrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat
 bakteri dalam menghidrolisis karbohidrat dengan menggunakan tiga jenis gula,
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 yaitu glukosa, sukrosa, dan laktosa. Medium kemudian juga ditambahkan pH
 indikator yag berupa bromcresol purple (BCP). Di dalam tabung kultur juga
 ditambahkan tabung durham yang berfungsi untuk mengumpulkan gas hasil
 fermentasi. Hasil positif ditunjukkan dengan terjadinya perubahan warna ungu
 menjadi kuning yang menunjukkan suasana asam atau terbentuknya gas.
 Hasil positif uji glukosa ditunjukkan oleh isolat 4.1 yaitu dengan terjadi
 perubahan warna ungu menjadi kuning karena terbentuknya asam serta
 terbentuknya gas dari hasil fermentasi (Gambar 16a).
 Hasil positif uji sukrosa ditunjukkan oleh isolat 4.1 dengan terjadi
 perubahan warna ungu menjadi kuning karena terbentuknya asam serta
 terbentuknya gas hasil fermentasi (Gambar 16b). Hasil fermentasi ini
 menunjukkan bakteri mampu memecah sukrosa menjadi monosakarida yaitu
 glukosa dan fruktosa.
 Hasil positif uji laktosa ditunjukkan oleh isolat 4.1 dengan terjadi perubahan
 warna ungu menjadi kuning karena terbentuknya asam serta terbentuknya gas
 hasil fermentasi (Gambar 16c). Hasil fermentasi ini menunjukkan bakteri mampu
 memecah sukrosa menjadi monosakarida yaitu glukosa dan galaktosa.
 Hasil negatif ditunjukkan oleh isolat 2 dan 4.2 dimana tidak terjadi
 perubahan warna medium atau tidak terbentuk gas yang ditimbulkan dari aktivitas
 fermentasi glukosa, fruktosa, dan sukrosa.
 (a) (b) (c)
 Gambar 16. Hasil Uji Fermentasi Karbohidrat
 (a) Glukosa; (b) Sukrosa; (c) Laktosa
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 b. Uji Methyl-Red
 Uji methyl red dilakukan untuk mengetahui kemampuan mikroorganisme
 yang mampu memproduksi asam organik hasil metabolisme glukosa. Methyl red
 ini digunakan untuk menentukan adanya fermentasi asam campuran. Fermentasi
 asam campuran ditentukan dengan cara menumbuhkan mikroorganisme dalam
 kaldu yang mengandung glukosa, dan setelah masa inkubasi menambahkan
 reagens methyl red ke dalam kaldu. Bila terjadi fermentasi asam campuran kaldu
 biakan akan tetap berwarna merah. Bila tidak terjadi fermentasi asam campuran
 maka kaldu biakan berubah menjadi kuning setelah penambahan reagens methyl
 red. Dalam uji methyl red digunakan indikator metil red yang pada akhir
 pengamatan akan menunjukkan perubahan pH menjadi asam. Perubahan warna
 menjadi merah berarti menunjukkan suasana asam dan perubahan warna kuning
 menunjukkan warna basa (Cappuccino & Sherman 2005). Hasil pengujian Methyl
 red menunjukkan hasil positif (Gambar 17) untuk isolat 4.1 yaitu dengan
 terbentuknya warna merah dan hasil negatif ditunjukkan oleh isolat 2 dan 4.2
 dengan tidak terbentuknya warna merah.
 Gambar 17. Hasil Pengujian Methyl Red dari kiri ke kanan (Isolat 2, 4.1, 4.2)
 c. Uji Voges-Proskauer (VP)
 Uji VP digunakan untuk untuk mengetahui kemampuan mikroorganisme
 yang mampu memproduksi 2,3-butanediol sebagai hasil fermentasi dari glukosa.
 Reagen yang digunakan yaitu KOH dan alfa naftol. Hasil positif ditunjukkan
 dengan terbentuknya warna merah karena terjadi ikatan antara guanidin dan
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 diasetil (Cappucino & Sherman 2005). Hasil uji VP menunjukkan hasil positif
 untuk ketiga isolat (Gambar 18) dengan terbentuknya warna merah.
 Gambar 18. Hasil Uji Voges-Proskauer dari kiri ke kanan (Isolat 2, 4.1, 4.2)
 d. Uji Reduksi Nitrat
 Nitrat merupakan senyawa yang cukup potensial untuk menggantikan peran
 oksigen sebagai akseptor hidrogen final selama pembentukan energi. Reaksi
 positif dari uji reduksi nitrat ditandai dengan terjadinya perubahan warna medium
 menjadi merah bata (Cappuccino & Sherman 2005). Hasil uji reduksi nitrat
 (Gambar 19) menunjukkan hasil positif untuk semua isolat.
 Gambar 19. Hasil Uji Reduksi Nitrat dari kiri ke kanan (Isolat 2, 4.1, 4.2)
 e. Uji Urease
 Uji urease merupakan uji yang dilakukan untuk melihat kemampuan dari
 bakteri dalam menghasilkan enzim urease. Urease merupakan enzim
 penghidrolisis yang memutus ikatan nitrogen dan karbon (Cappuccino & Sherman
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 2005). Adanya urease diketahui dengan melihat perubahan warna media cair urea
 menjadi merah. Dari ketiga isolat yang diuji, isolat 4.1 menunjukkan hasil positif
 yakni terjadi perubahan warna medium urea menjadi warna merah, sedangkan
 isolat 2 dan 4.2 menunjukkan hasil negatif (Gambar 20).
 Gambar 20. Hasil Uji Urease dari kiri ke kanan (Isolat 2, 4.1, 4.2)
 f. Uji Hidrolisis Gelatin
 Gelatin adalah protein yang dihasilkan dari hidrolisis kolagen yang
 merupakan komponen jaringan ikat pada tubuh manusia dan hewan. Gelatin akan
 membeku/padat pada suhu kurang dari 250C dan mencair pada suhu di atas 25
 0C
 (Cappuccino & Sherman 2005). Gelatin akan terurai oleh mikrobia yang
 mensintesis enzim proteolisis. Larutan gelatin bersifat cair pada suhu ruang atau
 suhu kamar dan padat apabila berada di dalam refrigerator. Dan apabila gelatin
 sudah dihidrolisis oleh mikroba, maka akan tetap bersifat cair
 (Hadioetomo, 1993). Hasil reaksi positif dari uji hidrolisis gelatin ditandai dengan
 mencairnya medium gelatin pada suhu 40C. Dari ketiga sampel yang diuji, dua
 isolat menunjukkan hasil positif yaitu isolat 2 dan 4.2. Isolat 4.1 menunjukkan
 hasil negatif karena medium tidak mencair ketika disimpan pada suhu 40C
 (Gambar 21).
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 Gambar 21. Hasil Uji Hidrolisis Gelatin dari kiri ke kanan (Isolat 4.2, 4.1, 2)
 g. Uji SIM (Produksi H2S, Uji Indol, Motilitas)
 Uji SIM merupakan penggabungan dari tiga uji yaitu uji produksi H2S, uji
 indol, dan motilitas. Ketiga uji ini menggunakan satu medium yaitu Sulfide Indol
 Motily (SIM). Hasil uji produksi H2S menunjukkan bahwa semua sampel negatif /
 tidak dapat menghasilkan H2S karena tidak memiliki enzim sistein desulferase.
 Uji Indol merupakan uji yang dilakukan untuk melihat kemampuan bakteri
 dalam menghasilkan enzim tryptophanase untuk dapat mendegradasi triptopan
 yang merupakan asam amino esensial yang dapat mengalami oksidasi karena
 proses enzimatis oleh beberapa bakteri. Hasil reaksi positif dari uji indol yaitu
 terbentuknya lapisan atau cincin merah pada permukaan medium. Sedangkan
 reaksi negatif ditandai dengan terbentuknya cincin kuning pada permukaan
 medium. Dari ketiga sampel yang diuji menunjukkan reaksi negatif untuk semua
 isolat (Gambar 22).
 Uji motilitas dari ketiga isolat menunjukkan hasil positif untuk kesemua
 isolat. Hal ini ditandai dengan adanya pertumbuhan koloni bakteri yang meluas
 dari daerah inokulasi dan diikuti dengan perubahan medium menjadi keruh
 (Gambar 22)
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 Gambar 22. Hasil uji SIM dari kiri ke kanan (Isolat 2, 4.1, 4.2)
 h. Hidrolisis Pati
 Uji hidrolisis pati dilihat melalui zona bening yang terbentuk di sekitar
 koloni bakteri setelah ditetesi dengan larutan lugol. Dari ketiga isolat yang diuji,
 dua isolat menunjukkan hasil positif, yaitu isolat 2 dan 4.2 (Gambar 23). Hal ini
 berarti menunjukkan kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim amilase
 yang berfungsi untuk menghidrolisis pati menjadi molekul yang lebih sederhana
 agar lebih mudah masuk ke dalam sel.
 Gambar 23. Hasil Hidrolisis Pati
 i. Hidrolisis Lipid
 Lipid akan dihidrolisis menjadi asam lemak dan gliserol dengan adanya
 bantuan enzim lipase. Isolat yang bereaksi positif terhadap uji hidrolisis lipid
 dapat diartikan isolat tersebut memiliki enzim lipase. Dari ketiga isolat yang diuji,
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 ketiganya menunjukkan hasil negatif, hal ini ditunjukkan dengan tidak
 terbentuknya bulatan lain disekitar koloni (Gambar 24).
 Gambar 24. Hasil Hidrolisis Lipid
 Berdasarkan pengamatan morfologi koloni, pewarnaan gram, dan uji
 biokimia dari ketiga sampel yang menghasilkan zat antibiotik untuk melawan
 bakteri patogen Vibrio harveyi dan Saphylococcus aureus yaitu isolat 2 adalah
 Paenibacillus amylolyticus, isolat 4.1 adalah Enterobacter clocea, dan isolat 4.2
 adalah Bacillus firmus (Gambar 25).
 (a) (b) (c)
 Gambar 25. Cawan Petri yang berisi Bakterti Endofit
 (a) Paenibacillus amylolyticus; (b) Enterobacter clocea;
 (c) Bacillus firmus
 Penelitian tentang bakteri endofit yang pernah ditemukan antara lain
 bakteri endofit yang berasal dari tanaman pulai (Alstonia scholaris) antara lain
 Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa,
 Pseudomonas stutzeri yang digunakan sebagai antibakteri (Fatiqin 2009).
 Bakteri endofit Pseudomonas pseudomallei, Klebsiella ozaenae, Bacillus
 mycoides mampu menghambat pertumbuhan dari bakteri Ralstonia solanacearum
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 yang menyebabkan penyakit layu pada tanaman (Diniyah 2010). Penelitian Utami
 dkk 2008 menyebutkan terdapat 6 jenis bakteri endofit di dalam tanaman
 mangrove Bruguiera gymnorrhiza diantaranya Hafnia alvei, Acinetobacter iwoffi,
 Bacillus meganterium, Enterobacter agglomerons, Bacillus subtilis,
 Actinobacillus sp.
 Beberapa contoh bakteri endofit lainnya yang bersifat antagonis terhadap
 patogen diantaranya : Pseudomonas fluorescens; Pseudomonas putida, mampu
 menekan pertumbuhan patogen tular tanah; Agrobacterium radiobacter, mampu
 mengendalikan Agrobacterium tumifaciens secara efektif; Erwinia Herbicola,
 untuk mengendalikan penyakit pascapanen; Serratia marcescens, menghasilkan
 prodigiosin yang efektif untuk mengendalikan nematoda Caenorhabditis elegans
 (Soesanto 2008 dalam Darmayanti 2010).
 Tiga jenis bakteri endofit batang mangrove Avicennia marina yang
 berhasil diidentifikasi merupakan jenis bakteri endofit yang belum pernah
 ditemukan pada tanaman jenis lainnya. Paenibacillus amylolyticus merupakan
 jenis bakteri Gram positif yang memiliki kemampuan dalam memproduksi
 berbagai enzim antara lain dapat memcah polisakarida dan menghasilkan enzim
 protease. Genus Paenibacillus juga sudah diketahui memiliki kemampuan dalam
 memproduksi biofuel, bahan kosmetik, dan juga menghasilkan zat antimikroba
 berspektrum luas, seperti jamur, bakteri tanah, bakteri patogen seperti Clostridium
 botulinium.
 Enterobacter clocea adalah jenis bakteri Gram negatif yang bersifat
 anaerob fakultatif. E. clocea sering digunakan dalam bioreaktor dan kontrol
 biologis penyakit pada tanaman.
 Bacillus firmus adalah bakteri gram positif yang bersifat anaerob fakulatif.
 B. firmus dapat digunakan sebagai agen biokontrol dalam pemeliharaan udang
 vanname (Safitri 2011). B. firmus juga diketahui memiliki potensi dalam
 mendegadasi limbah cair tahu dengan mereduksi amilum dan protein (Lestari
 2011). Selain itu, B. firmus juga dapat digunakan sebagai pengendali hama
 penyakit pada tanaman yang biasa disebut dengan biorational pestisida atau
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 pestisida yang mengandung substansi aktif seperti bakteri, cendawan, protozoa,
 feromon, zat pengatur tumbuh serangga.
 Antibiotika tersebar di alam bebas, tetapi hanya beberapa yang tidak toksit
 dipakai dalam pengobatan dan kebanyakan diperoleh dari genus Bacillus,
 Penicillium dan Streptomyces. Sebagai contoh antibiotika alami adalah pinisilin,
 tetrasiklin dan aritromisin (Tortoa dkk, 2001 dalam Diniyah 2010). Menurut
 Sastrosuwignyo (1988) dalam Diniyah (2010) menyebutkan bahwa Bacillus spp.
 dapat menghasilkan antibiotik polipeptida-subtilin, gramisidin, bacitracin,
 polimiksin, fitoaktin dan bulbiformin.
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