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Abstract: The global rise in multidrug-resistant pathogens necessitates the 

exploration of unique ecological niches, such as the mangrove rhizosphere, as 

promising reservoirs for novel antibacterial agents. In this study, we aimed to 

isolate and characterize bacteria from the rhizosphere of Rhizophora sp. in the 

mangrove forest of Bypass Kendari, Southeast Sulawesi, and to evaluate their 

antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. 

Isolation was performed using the spread plate method on three different 

media: Nutrient Agar (NA), Zobell Marine Agar (ZMA), and International 

Streptomyces Project 2 (ISP2). A total of seven bacterial isolates were 

obtained (NA.1, ZMA.1, ZMA.2, ZMA.x, ISP2.1, ISP2.2, and ISP2.x), 

exhibiting diverse morphological characteristics ranging from mucoid to 

smooth colonies. Antibacterial screening using a modified Kirby-Bauer disc 

diffusion method revealed that only one isolate, ZMA.1, possessed broad-

spectrum antagonistic activity, effectively inhibiting both the Escherichia coli 

and Staphylococcus aureus. Further microscopic identification via Gram 

staining characterized isolate ZMA.1 as a Gram-negative and rod-shaped 

bacteria, appearing in monobacillus and diplobacillus arrangements. These 

findings underscore the potential of Gram-negative bacteria from the 

mangrove rhizosphere as a promising source of new antibacterial candidates 

to combat multidrug-resistant pathogens. 

Keywords: Antibacterial activity, Escherichia coli, isolation, mangrove 

Rhiozosphere, Staphylococcus aureus. 

 
 

Pendahuluan 

 

Senyawa antibakteri memegang peran 

krusial dalam pengobatan modern sebagai 

pertahanan utama melawan penyakit infeksi. 

Senyawa ini bekerja melalui dua mekanisme 

utama, yaitu menekan pertumbuhan bakteri 

(bacteriostatic) atau mematikan bakteri 

sepenuhnya (bactericidal) dengan 

menargetkan struktur vital seperti dinding sel, 

membran sel, atau sintesis protein bakteri 

(Kapoor, Saigal, & Elongavan, 2017). Sejak 

era emas penemuan antibiotik di pertengahan 

abad ke-20, penggunaan agen ini telah 

menurunkan angka kematian akibat infeksi 

secara drastis (Hutchings et al., 2019). Namun, 

ketergantungan dan penggunaan antibiotik 

yang masif dalam jangka panjang tanpa 

pengawasan ketat telah memicu respons 

adaptif alami dari mikroorganisme target. 

Peningkatan kasus resistensi 

antimikroba (Antimicrobial Resistance/AMR) 

telah berkembang menjadi salah satu tantangan 

bagi kesehatan masyarakat global di abad ke-

21. Resistensi antimikroba merujuk kepada 

bakteri atau mikroorganisme lain yang kebal 

terhadap antibiotik yang sebelumnya dapat 

membunuh mereka (Uddin et al., 2021). AMR 

adalah proses alamiah yang dapat terjadi 

melalui mutasi dan transfer gen horizontal 

(Munita & Arias, 2016), meskipun perilaku 

manusia seperti kelebihan dan kesalahan dalam 

penggunaan antibiotik serta buruknya 

pencegahan dan penanganan infeksi turut 
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berkontribusi terhadap meningkatnya kasus 

AMR (Alsamannoudi et al., 2021). Penurunan 

efikasi antibiotik konvensional terhadap 

patogen yang terus berevolusi meningkatkan 

risiko mortalitas akibat infeksi yang 

sebelumnya dapat ditangani secara medis. 

Sebuah studi komprehensif mengestimasi 

bahwa pada tahun 2019, bakteri AMR 

berkontribusi secara langsung terhadap 1,27 

juta kematian di seluruh dunia (Murray et al., 

2022). Situasi ini diperburuk dengan 

munculnya fenomena bakteri dengan resistensi 

multi-antibiotik seperti Staphylococcus aureus 

dan Escherichia coli menunjukkan kekebalan 

terhadap lebih dari satu golongan antibiotik 

(Sharma et al., 2011). 

Pencarian senyawa bioaktif baru untuk 

menanggulangi masalah AMR telah dilakukan 

di berbagai kondisi lingkungan, salah satunya 

adalah pada ekosistem mangrove. Mangrove 

merupakan area yang dipengaruhi oleh pasang 

surut air laut dengan karakteristik unsur fisika, 

biologi, dan kimia yang khas antara darat dan 

laut (Ambeng et al., 2019). Kondisi lingkungan 

yang ekstrem dan dinamis ini memicu 

komunitas mikroba di dalamnya, khususnya di 

area rizosfer—wilayah tanah yang dipengaruhi 

langsung oleh sekresi akar—untuk 

mengembangkan jalur metabolisme yang 

kompleks (Palit et al., 2022). Rizosfer 

mangrove memiliki kepadatan dan keragaman 

bakteri yang jauh lebih tinggi dibandingkan 

tanah biasa karena keberadaan eksudat akar 

yang kaya nutrisi. Untuk bertahan hidup dalam 

kompetisi ruang dan nutrisi, bakteri rizosfer 

seperti genus Bacillus, Pseudomonas, dan 

Streptomyces beradaptasi dengan melepaskan 

metabolit sekunder berupa zat antibiotik yang 

kuat untuk menghambat organisme 

kompetitornya (Khairillah et al., 2024; Zhang 

et al., 2022). 

Meskipun potensi mengenai kemampuan 

mikroba rizosfer mangrove dalam 

menghasilkan metabolit sekunder telah 

diketahui, namun eksplorasi agen bioaktif baru 

dari ekosistem ini masih belum optimal. Studi 

sebelumnya berfokus pada struktur komunitas 

mikroba mangrove (Zongsheng et al., 2023; 

Muwawa et al., 2024), isolasi bakteri dari 

sedimen umum ekosistem mangrove 

(Gopalakhrishnan et al., 2016), atau lebih 

terfokus pada bakteri endofit tumbuhan 

mangrove (Pramono et al., 2019; Fatimah et 

al., 2024; Azzahra et al., 2025). Kesenjangan 

pengetahuan ini menyebabkan potensi besar 

bakteri rizosfer mangrove sebagai sumber 

antibiotik alami belum dimanfaatkan 

sepenuhnya untuk mengatasi patogen klinis 

yang spesifik. 

Berdasarkan permasalahan tersebut, 

penelitian ini dilakukan dengan pendekatan 

yang memfokuskan isolasi bakteri spesifik dari 

rizosfer mangrove yang memiliki mekanisme 

antagonis terhadap bakteri Gram-positif dan 

Gram-negatif sekaligus. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengisolasi bakteri dari 

rizosfer mangrove dan mengevaluasi aktivitas 

antagonisnya terhadap Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus, serta menyediakan 

data dasar bagi pengembangan kandidat 

antibakteri baru yang berasal dari sumber daya 

pesisir. 

 

Bahan dan Metode 

 

Lokasi dan Pengambilan Sampel 

Sampel tanah rizosfer diambil dari dua titik 

pada kawasan Hutan Mangrove di sepanjang 

Jalan Bypass, Kota Kendari, Sulawesi Tenggara 

(3°59'03"S 122°31'58"E dan 3°58'49"S 

122°31'54"E). Sampel yang diambil berupa tanah 

yang menempel erat pada akar tanaman. 

Pengambilan sampel dilakukan pada zona 

perakaran (10–20 cm dari permukaan tanah) 

tanaman bakau  jenis Rhizophora sp. yang 

dominan pada area tersebut. Sebanyak kurang 

lebih 10 gram tanah dimasukkan ke dalam tabung 

Falcon, diberi label, dan disimpan di dalam cool 

box bersuhu 4°C untuk dibawa ke laboratorium 

guna proses isolasi lebih lanjut. 

 

Isolasi Bakteri Rizosfer 

Tahap isolasi bakteri dilakukan 

menggunakan metode cawan sebar (spread plate 

method) (Khairillah et al. 2024). Satu gram 

sampel tanah dimasukkan ke dalam 9 mL larutan 

NaCl 0,85% steril dan dihomogenkan 

menggunakan vortex. Selanjutnya, dilakukan 

dilusi bertingkat hingga seri 10-9. Sebanyak 0,5 

mL suspensi dari tiga seri pengenceran terakhir 

(10-7 – 10-9) diinokulasikan secara aseptis ke 

permukaan tiga jenis media agar yang berbeda, 

yaitu: Nutrient Agar (NA) untuk bakteri umum, 

Zobell Marine Agar (ZMA) untuk bakteri laut, 
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dan International Streptomyces Project 2 (ISP2) 

untuk kelompok Actinomycetes. Kultur 

diinkubasi di dalam inkubator selama 24 jam 

untuk media NA dan ZMA, serta hingga tujuh 

hari untuk media ISP2. Koloni yang tumbuh 

terpisah dan memiliki karakteristik morfologi 

berbeda dimurnikan kembali dengan metode 

gores (streak plate) hingga diperoleh isolat murni. 

 

Karakterisasi Isolat Bakteri 

Isolat murni yang berhasil didapatkan 

kemudian dikarakterisasi berdasarkan morfologi 

koloninya secara makroskopis. Parameter 

pengamatan meliputi bentuk koloni, warna, 

bentuk tepian (margin), dan elevasi. Isolat 

potensial dengan aktivitas antibakteri terbaik 

akan dilakukan pewarnaan Gram dan diamati 

menggunakan mikroskop. 

 

Uji Aktivitas Antibakteri 

Pengujian aktivitas antibakteri isolat 

murni menggunakan metode difusi cakram (disc 

diffusion) Kirby-Bauer yang telah dimodifikasi. 

Escherichia coli (representasi Gram-negatif) dan 

Staphylococcus aureus (representasi Gram-

positif) digunakan sebagai bakteri uji. Bakteri uji 

diremajakan dan kekeruhannya disetarakan 

dengan standar McFarland 0.5, kemudian 

diinokulasikan secara merata (swabbing) 

menggunakan cotton bud steril ke seluruh 

permukaan media Mueller Hinton Agar (MHA). 

Isolat bakteri rizosfer ditumbuhkan dalam media 

cair (Nutrient Broth) dan diinkubasi di dalam 

inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam 

sebelum pengujian. Kertas cakram kosong (blank 

disc) berdiameter 5 mm diletakkan di dalam 

cawan petri steril dan ditetesi secara hati-hati 10-

20 µL kultur cair isolat bakteri rizosfer (umur 24 

jam) hingga meresap. Kertas cakram kemudian 

diambil menggunakan forsep dan diletakkan di 

atas permukaan media MHA yang telah 

diinokulasi bakteri uji. Sebagai kontrol positif 

digunakan kertas cakram yang telah diberi larutan 

Ciprofloxacin 1000 ppm. Sebagai kontrol negatif 

berupa kertas cakram yang diberi media NB. 

Cawan petri diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 

jam. Aktivitas antibakteri ditandai dengan 

terbentuknya zona bening (zona hambat) di 

sekitar kertas cakram. Diameter zona bening 

diukur menggunakan jangka sorong dalam satuan 

milimeter (mm). Penentuan kategori aktivitas 

antibakteri berdasarkan diameter zona hambat 

dihitung menggunakan rumus:  

 
(Dv −  Dc) + (Dh −  Dc)

2
 

 

dimana; 

Dv (diameter vertikal), Dh (diameter horizontal), 

dan Dc (diameter cakram) dalam satuan 

milimeter. Diameter zona hambat kurang dari 5 

mm termasuk kategori lemah, 5 – 10 mm 

termasuk kategori sedang, 10 – 20 mm kategori 

kuat, dan > 20 mm kategori sangat kuat 

(Tumundo et al., 2024). 

 

Hasil dan Pembahasan 

 

Isolat Bakteri Rizosfer 

Isolasi bakteri dari sampel tanah rizosfer 

mangrove Rhizophora sp. yang diambil di 

kawasan Bypass Kendari berhasil memurnikan 

sebanyak 7 (tujuh) isolat bakteri yang berbeda 

secara morfologi. Ketujuh isolat tersebut 

diperoleh dari tiga jenis media isolasi yang 

berbeda, yaitu Nutrient Agar (NA), Zobell 

Marine Agar (ZMA), dan ISP2. Kode isolat 

diberikan berdasarkan media tempat tumbuhnya, 

yakni: NA.1, ZMA.1, ZMA.2, ZMA.x, ISP2.1, 

ISP2.2, dan ISP2.x. Penampakan ketujuh isolat 

tersebut di atas media agar padat dapat dilihat 

pada Gambar 1. 

 

Karakter Morfologi Bakteri Rizosfer 

Karakteristik morfologi koloni yang 

diamati secara makroskopis meliputi bentuk, 

warna pigmen, tepian (margin), dan elevasi. 

Hasil pengamatan menunjukkan variasi 

morfologi di antara isolat, di mana isolat yang 

tumbuh pada media ISP2 cenderung memiliki 

karakteristik kering dan bertepung (khas 

kelompok Actinomycetes), sedangkan isolat 

pada media ZMA dan NA cenderung basah atau 

mucoid. Rincian karakteristik morfologi ketujuh 

isolat disajikan pada Tabel 1. 

 

Aktivitas Antibakteri Isolat Rizosfer 

Hasil uji aktivitas antibakteri 

menggunakan metode difusi cakram 

menunjukkan potensi antagonis yang bervariasi 

dari ketujuh isolat terhadap bakteri uji 

Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. 

Berdasarkan pengamatan setelah inkubasi 24 
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jam, ditemukan bahwa mayoritas isolat (NA.1, 

ZMA.2, ZMA.x, ISP2.1, ISP2.2, dan ISP2.x) 

tidak menunjukkan aktivitas penghambatan yang 

signifikan (tidak terbentuk zona bening di sekitar 

kertas cakram). 

 
 

 

 
Gambar 1. Isolat Bakteri Rizosfer 

 

Tabel 1. Morfologi Koloni Isolat Bakteri Rizosfer 
 

No Kode 
Bentuk 

Koloni 
Warna Tepian Elevasi 

1. NA.1 Circular 
Putih 

pucat 

Entire Convex 

2. ZMA.1 Circular Putih 
Undulat

e 

Raised 

3. ZMA.2 Mucoid 
Putih 

keruh 

Undulat

e 

Raised 

4. ZMA.x Mucoid 
Putih 

keruh 

Undulat

e 

Raised 

5. NA.2 Circular Putih 
Entire Convex 

6. ISP2.2 
Filament

ous 

Putih 

krem 

Filame

ntous 

Raised 

7. ISP2.x Circular 
Putih 

krem 

Rhizoid Raised 

 

Hanya satu isolat, yaitu ZMA.1, yang 

menunjukkan aktivitas antibakteri spektrum luas. 

Isolat ZMA.1 mampu membentuk zona bening 

yang jelas baik pada cawan yang diinokulasi 

Escherichia coli maupun Staphylococcus aureus 

(Gambar 2). Zona hambat yang dihasilkan pada 

bakteri uji Escherichia coli yaitu 9,5 mm 

(kategori sedang), sedangkan zona hambat pada 

bakteri uji Staphylococcus aureus sebesar 19,5 

mm (kategori kuat). 

 

  

 
Gambar 2. Hasil Uji Aktivitas Antibiotik Isolat 

ZMA.1 terhadap E.coli (A) dan Staphylococcus 

aureus (B). Ket: 1 (Kontrol positif); 2 (ZMA.1); 3 

(ZMA.2); 4 (NA.1); 5 (ISP2.2); 6 (ZMA.x); 7 

(NA.2); 8 (ISP2.x); 9 (Kontrol negatif). 

 

Identifikasi Mikroskopis Isolat Potensial 

Isolat ZMA.1 dikarakterisasi lebih lanjut 

secara mikroskopis melalui pewarnaan Gram 

untuk mengetahui bentuk sel dan sifat dinding 

selnya. Hasil pengamatan di bawah mikroskop 

dengan perbesaran 1000x menunjukkan bahwa 

isolat ZMA.1 menyerap zat warna tandingan 

(safranin) sehingga tampak berwarna merah 

muda (Gambar 3). Berdasarkan bentuk selnya, 

isolat ini teridentifikasi memiliki bentuk batang 

(bacillus) dengan susunan sel yang bervariasi 

antara tunggal (monobasil) dan berpasangan 

(diplobasil). Dengan demikian, isolat ZMA.1 

dikategorikan sebagai bakteri Gram-negatif 

berbentuk basil. 

 

 
Gambar 3. Hasil pewarnaan Gram isolat ZMA.1 

(perbesaran: 1000x) 

 

Pembahasan 

 

Eksplorasi mikroorganisme dari lingkungan 

ekstrem seperti rizosfer mangrove merupakan 
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strategi krusial dalam penemuan senyawa 

antimikroba baru. Dalam penelitian ini, berhasil 

diisolasi tujuh isolat bakteri (NA.1, ZMA.1, 

ZMA.2, ZMA.x, ISP2.1, ISP2.2, dan ISP2.x) dari 

rizosfer Rhizophora sp. di kawasan Bypass Kendari. 

Penggunaan media ZMA yang berbasis air laut 

memfasilitasi pertumbuhan bakteri 

halofilik/halotoleran yang dominan di lingkungan 

pesisir, sementara media ISP2 secara spesifik 

menyeleksi kelompok Actinobacteria. Khairillah et 

al. (2024) juga berhasil mengisolasi enam isolat dari 

rizosfer mangrove. Zhang et al. (2022) menyatakan 

bahwa rizosfer mangrove menyediakan micro-

niche yang kaya nutrisi akibat adanya eksudat akar, 

sehingga mendukung koeksistensi berbagai filum 

bakteri dengan kepadatan populasi yang jauh lebih 

tinggi dibandingkan tanah non-rizosfer.  

Karakterisasi morfologi menunjukkan 

variasi antara isolat yang diperoleh. Sebanyak 

lima isolat bertekstur smooth sedangkan dua 

isolat (ZMA.2 dan ZMA.x) bertekstur mucoid. 

Hal ini mengindikasikan adanya 

eksopolisakarida yang dihasilkan oleh kedua 

isolat tersebut. Variasi morfologi ini 

merefleksikan adaptasi strategi bertahan hidup, 

dimana pembentukan lendir atau 

eksopolisakarida pada bakteri ZMA sering kali 

berfungsi sebagai proteksi terhadap fluktuasi 

salinitas, dehidrasi, antibiotik maupun stres 

akibat kandungan logam berat di lingkungan 

(Gupta & Diwan, 2017). 

Tujuh isolat yang diuji, hanya isolat 

ZMA.1 yang menunjukkan aktivitas antibakteri. 

Hal ini terlihat dengan adanya zona bening atau 

zona hambat yang terbentuk di sekitar kertas 

cakram yang sebelumnya telah diberi kultur 

isolat. Pembentukan zona bening tersebut dapat 

dipengaruhi oleh berbagai faktor, baik dari segi 

kepadatan media, konsentrasi dan kecepatan 

difusi antibiotik, konsentrasi dan sensitivitas 

mikroba uji terhadap antibiotik, maupun 

interaksi antibiotik dengan media (Sari et al. 

2022).  

Isolat ZMA.1 mampu menghambat 

pertumbuhan Escherichia coli (Gram-negatif) 

dan Staphylococcus aureus (Gram-positif). 

Senyawa antibakteri isolat ZMA.1 dapat 

dikategorikan sebagai antibiotik spektrum luas, 

karena efektif menghambat pertumbuhan bakteri 

dari dua kelompok yang berbeda. Aktivitas 

antibakteri tersebut dapat berasal dari satu 

senyawa dengan spektrum yang luas ataupun 

gabungan dari beberapa senyawa yang memiliki 

sifat antibakteri (Chau et al., 2020). Senyawa 

antibakteri dengan spektrum yang luas sangat 

dibutuhkan dalam menanggulangi masalah 

akibat munculnya bakteri patogen yang resisten 

terhadap banyak antibiotik (He et al., 2025). 

Beberapa penelitian sebelumnya juga 

menemukan bakteri penghasil senyawa 

antibakteri dengan spektrum yang luas. 

Penelitian Shanthakumar et al. (2015) 

menemukan bakteri Exiguobacterium 

mexicanum MSSRFS9 menghasilkan senyawa 

antibiotik yang mampu menghambat 

pertumbuhan E. coli, Shigella flexneri, Klebsiella 

pneumoniae, dan Salmonell enterica.  

Aktivitas antibakteri isolat ZMA.1 lebih 

kuat terhadap bakteri Gram-positif dibandingkan 

dengan aktivitas antibakteri terhadap bakteri 

Gram-negatif. Hal ini diduga karena bakteri 

Gram-positif seperti Staphylococcus aureus 

tidak memiliki lapisan lipopolisakarida seperti 

pada bakteri Gram-negatif, yang menyebabkan 

bakteri tersebut lebih lemah terhadap senyawa 

antibiotik (Breijyeh et al., 2020). Keberadaan 

membran luar (outer membrane/OM) pada 

bakteri Gram-negatif merupakan ciri pembeda 

utama dengan bakteri Gram-positif yang 

memiliki fungsi utama sebagai penghalang 

(barier) untuk mencegah masuknya senyawa-

senyawa berbahaya (Gauba & Rahman, 2023).  

Terlepas dari hal tersebut, kemampuan 

isolat ZMA.1 untuk menghambat pertumbuhan 

bakteri Gram-negatif cukup potensial. Hal ini 

menandakan bahwa senyawa yang dihasilkan 

oleh isolat ZMA.1 mampu menembus 

mekanisme pertahanan bakteri Gram-negatif. 

Senyawa antibakteri dapat menghambat 

pertumbuhan bakteri Gram-negatif melalui 

beberapa mekanisme, seperti inhibisi 

pembentukan dinding sel, inhibisi sintesis 

protein, inhibisi replikasi DNA, dan perusakan 

membran sel (Kapoor, Saigal, & Elongavan, 

2017). 

Hasil pewarnaan Gram mengidentifikasi 

isolat ZMA.1 sebagai bakteri Gram-negatif 

berbentuk basil. Temuan ini menarik karena 

meskipun antibiotik sering diasosiasikan dengan 

Actinomycetes (Gram-positif), bakteri Gram-

negatif dari lingkungan laut juga memiliki 

potensi besar. Darabpour et al., (2011) berhasil 

mengisolasi Pseudoalteromonas piscicida PG-

02, bakteri Gram-negatif berbentuk batang 
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penghasil antibakteri spektrum luas yang mampu 

menghambat pertumbuhan bakteri MRSA, E. 

coli, dan Pseudomonas aeruginosa. Selain itu, 

jenis bakteri dari kelompok Myxobacteria adalah 

contoh bakteri Gram-negatif berbentuk batang 

yang biasa ditemukan di lingkungan darat 

maupun perairan dan memiliki aktivitas 

antibakteri (Birkelbach et al., 2024).  

 

Kesimpulan 

 

Isolat ZMA.1 yang diperoleh dari rizosfer 

mangrove Rhizopora sp. memiliki potensi 

sebagai penghasil senyawa antibakteri spektrum 

luas, ditandai dengan kemampuannya 

menghambat pertumbuhan bakteri Gram-positif 

(Staphylococcus aureus) maupun Gram-negatif 

(Escherichia coli). Kemampuan penghambatan 

terbaiknya pada Staphylococcus aureus dengan 

kategori kuat (zona hambat 19,5 mm). 

Diperlukan penelitian lebih lanjut terkait isolat 

ZMA.1, meliputi identifikasi molekuler berbasis 

16S RNA, ekstraksi, dan karakterisasi senyawa 

antibakteri yang dihasilkannya. 
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