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Abstract: Endophytic bacteria have been known to produce high levels
of secondary metabolites. The sterile leaves of the sea fern (Acrostichum
aureum L.) contain many phytochemical compounds. This sea fern is
often found in peat swamp areas. The aim of this study was to isolate,
partial characterization, and analysis of bioactive compounds from
endophytic bacteria of sea ferns to determine their bioactive compounds.
Endophytic bacteria were isolated by a direct technique using nutrient
agar (NA) media. In this study, the endophytic bacteria were
characterized by macroscopic, microscopic, and Gram. Several tests
were further performed, namely phytochemical test and Fourier
Transform Infra Red (FT IR) FTIR tests from a crude extract of
secondary metabolites of bacteria. The results of the isolation obtained
six isolates of endophytic bacteria consisting of all isolates were Gram-
negative. The phytochemical test results for the six isolates were positive
for alkaloids and saponins but no steroids. Based on the results of
phytochemical tests and FT IR, it is suspected that the isolate DSB 1.6
has similarities with the alkaloid functional group. This endophytic
bacterial isolate can be developed as a candidate for produced of
pharmacological compounds.
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Pendahuluan Provinsi Riau yang merupakan kawasan rawa
gambut. Menurut Nasrul (2010) sifat fisik tanah

Tumbuhan Paku laut (Acrtostichum gambut di daerah Bengkalis berdasarkan derajat

aureum L.) merupakan tumbuhan dengan habitat
hidup di lahan basah seperti rawa gambut. Paku
laut ini tersebar luas di daerah tropis seperti di
Negara Brazil, Ekuador, Paraguay, India, Sri
Langka, Bangladesh, Jepang, Taiwan, India,
Malaysia, Fiji, Tiongkok serta Indonesia (Raja &
Ravindranadh, 2014). Lahan basah di Provinsi
Riau terluas di pulau Sumatera yaitu 56,1% Kira-
kira 4,04 juta Ha dari keseluruhan luas lahan
basah yang ada di Sumatera (Mubekti 2011).
Tumbuhan paku laut disebut juga dengan
paku bakau yang tumbuh dengan baik pada
lingkungan peralihan laut dan daratan (rawa) di
pinggir pantai. Kawasan pantai Selatbaru
Bengkalis adalah salah satu daerah pesisir di
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dekomposisinya tergolong gambut saprik dengan
bobot isi berkisar 0,10-0,18 g/cmq. Sifat kimia
gambut dengan kemasaman tinggi dengan pH
3,54 - 4,0, kandungan C-organik 7,95-10,08%
dan N-total bervariasi antara 0,361-13%.
Keunikan habitat merupakan salah satu potensi
untuk mengeksplorasi mikroba endofit dari
tanaman paku laut yang dapat diaplikasikan
dalam ilmu farmasi.

Tumbuhan rawa gambut telah banyak
dilakukan uji kandungan fitokimia guna
medeteksi metabolit sekunder dan aktivitasnya.
Tumbuhan  paku laut dari  Puthalam,
Kanyakumari District, Tamil Nadu ekstrak
daunnya mengandung flavonoid steroid, saponin,
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fenol, dan terpenoid (Badhsheeba & Vadivel,
2020), paku laut dari kawasan Tirupati-India
dilaporkan memiliki senyawa fitokimia saponin,
alkaloid, flavonoid dan steroid (Raja &
Ravindranadh, 2014), Hanin & Pratiwi (2017)
melaporkan bahwa daun steril dan fertil dari paku
laut dari hutan mangrove Kulon Progo
Yogyakarta mengandung senyawa fenolik dan
flavonoid. Perbedaan lokasi pengambilan sampel
menunjukkan kandungan fitokimia tanaman
berbeda-beda.

Potensi fitokimia tanaman berkaitan erat
dengan mikroorganisme yang hidup yang
terdapat di dalam jaringan dasar tanaman seperti
jaringan akar, batang, daun buah, bunga dan biji
yang diketahui sebagai mikroba endofit. Mikroba
endofit seperti bakteri ditemukan di dalam
jaringan  vaskuler pada inang tanaman
(Kobayashi & Palumbo, 2000) dan mikroba di
dalam jaringan tanaman yang bersimbiosis tidak
memberikan efek merugikan bagi inangnya
(Rusli & Rahmaniar, 2013). Simbiosis antara
endofit dan tanaman dapat meningkatkan serapan
hara dan ketahanan tanaman, sehingga
mempengaruhi  produksi metabolit sekunder
(Maheshwari, 2017). Metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh  mikroba endofit dapat
dimanfaatkan sebagai antimikroba (Photolo et
al., 2020), antibakteri (Rori, Kandau & Tangapo,
2020), antioksidan (Triana, Sarjono & Mulyani,
2017), antikanker (Anwar & Futra, 2019),
inhibitor a-amilase (Chigurapati et al. 2019), o-
amilase (Pujiyanto et al., 2018), a-glukosidase
(Fatin, Pujianto & Raharjo, 2018) sebagai
senyawa antidiabetes.

Mikroba endofit dari tumbuhan rawa
gambut di Riau sudah banyak dilaporkan. Isolasi
mikroba endofit dari tanaman mangrove Ceriops
tagal (Perr.) C.B. Rob dan Bruguiera dari daerah
Pakning dan pantai Tegayun Kabupaten
Bengkalis dilaporkan Haryani et al., (2019) yang
mengisolasi 28 jamur endofit dan (Haryani et al.,
2020) isolasi 95 bakteri endofit dan Lestari,
Agustin & Djamaan (2019) mengisolasi jamur
endofit dari Avicennia marina di daerah Kuala
Enok Indragiri Hilir, Provinsi Riau. Sejauh ini
belum ada informasi tentang bakteri endofit dari
paku laut dari rawa gambut Riau dan
bioaktivitasnya.

Penelitian mikroba endofit rawa gambut
dari Riau umumnya dari tanaman mangrove.
Satu-satunya tumbuhan paku yang sering di
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kelompokkan ke mangrove adalah paku laut
Acrostichum aureum L. dengan famili
Pteridaceae karena habitat tumbuhnya sama.
Hasil inventarisasi Sofiyanti et al., (2019) di
Pulau Bengkalis ada 22 species paku salah
satunya paku laut. Isolasi mikroba endofit dari
paku-pakuan di Indonesia sebelumnya telah di
laporkan diantaranya jamur endofit dari
tumbuhan paku Asplenium nidus (Suhartina
Kandou & Singkoh, 2018), endofit bakteri dari
tumbuhan paku air (Salvinia molesta), paku
terestrial (Pteris ensiformis) dan paku epifit
(Drymoglossum pilosolloides) oleh Asmoro &
Munif (2019).

Tujuan penelitian adalah mengisolasi dan
karakterisasi bakteri endofit dari daun steril
tumbuhan paku laut (Acrtostichum aureum L.)

serta uji fitokimia ekstrak kasar bakteri.
Penelitian ini diharapkan dapat memberi
informasi  aktivitas yang terkandung dari

metabolit sekunder bakteri endofit daun paku
laut (Acrostichum aureum L.) dari pesisir Pantai
Selat Baru Kabupaten Bengkalis, Provinsi Riau.

Bahan dan Metode

Tempat penelitian dan pengambilan sampel
Penelitian ini di lakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi dan Laboratorium
Biokimia Jurusan Kimia Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Riau
mulai bulan Mei hingga November 2021. Sampel
tumbuhan paku laut (Acrtostichum aureum L.)
diambil di Kawasan pesisir pantai Selatbaru,
Kabupaten Bengkalis, Provinsi Riau (Gambar 1).
Sampel tanaman yang dipilih adalah tanaman
paku laut (Acrtostichum aureum L.) dengan
kriteria tumbuhan dewasa, memiliki daun steril
dan sehat. Sampel tanamn diambil pada 3 titik
lokasi, masing-masing tanaman diambil dengan
dua ulangan. Sampel daun tumbuhan paku laut
yang telah dipotong dimasukkan ke dalam sterile
polyethylene bag diberi label dan disimpan ke
dalam cool box yang telah diberi dry ice untuk di
bawa ke laboratorium (Haryani et al., 2020).


http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v22i1.3104

Linda et al. (2022). Jurnal Biologi Tropis, 22 (1): 46 — 54
DOI: http://dx.doi.org/10.29303/jbt.v22i1.3104

Gambar 1. Peta kawasan Pantai Selatbaru Kec. Bantan
Kab. Bengkalis, Riau (Sumber: Peta
satelit 2021).

Isolasi bakteri endofit dari daun paku laut

Isolasi bakteri endofit telah menggunakan
sampel bagian daun tumbuhan paku laut yang
sehat dengan ciri-ciri berwarna hijau, segar, tidak
berjamur dan tidak ada luka bekas gigitan
serangga. Sampel daun dilakukan sterilisasi
permukaan dengan tahapan diawali dengan
pencucian pada air mengalir hingga bersih
selama £2-5 menit. Daun di potong dengan
ukuran 4x4 cm menggunakan gunting steril.
Potongan daun dilakukan sterilisasi bertingkat
dengan tahap awal daun direndam ke dalam
larutan etanol 70% selama 1 menit, tahap
berikutnya dimasukkan ke larutan natrium
hipoklorit dengan konsentrasi 5,25 % selama 5
menit  selanjutnya  dilakukan  pembilasan
menggunakan air destilasi steril sebanyak 3 kali.
Potongan  daun  selanjutnya  dikeringkan
menggunakan kertas tisu steril.

Daun yang telah steril dipotong kembali
dengan ukuran 2x2 cm. Masing-masing
potongan daun di letakkan dalam cawan petri
yang berisi medium Nutrient Agar (NA) untuk
diinkubasi pada suhu ruang selama 48 jam.
Sebagai kontrol sterilisasi permukaan sampel
daun, air sampel bilasan ketiga sebanyak 1 mL
dengan teknik spread plate diinokulasikan dalam
cawan petri berisi media NA lalu diinkubasi
selama 48 jam. Kontrol di buat dengan tiga
ulangan. Isolasi bakteri endofit berhasil jika pada
media  kontrol  tidak  ditumbuhi  oleh
mikroorganisme di akhir inkubasi.

Pemurnian dan karakterisasi bakteri endofit
Isolat bakteri yang tumbuh pada pinggiran
sampel daun dimurnikan dengan memindahkan
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menggunakan ose ke medium NA dengan teknik
streak quadrant sehingga diperoleh koloni
tunggal. Tiap-tiap koloni bakteri yang tumbuh
dengan morfologi berbeda dilakukan pemisahan.
Isolat bakteri yang telah murni selanjutnya
disimpan pada medium NA miring dilemari
pendingin suhu 4°C untuk digunakan pada
tahapan berikutnya.

Karakterisasi parsial makroskopis bakteri
endofit dari  morfologi  koloni  meliputi
pengamatan: warna, tepian, elevasi dan ukuran
koloni. Karakterisasi biokimia telah di uji Gram
dengan KOH 3%, uji katalase dan pertumbuhan
pada medium selektif de Man Rogosa and
Sharpe (MRSA).

Produksi senyawa metabolit sekunder
Produksi senyawa metabolit sekunder
isolat bakteri endofit dari tumbuhan paku laut
merujuk pada metode Aristina, Astuti & Pratiwi
(2019) dengan modifikasi. Masing-masing
inokulum bakteri sebanyak 10% (v/v) dengan
populasi 108 cfu/mL dimasukkan ke dalam 90 ml
nutrient both (NB). Selanjutnya media
diinkubasi dalam shaker inkubator 150 ppm
selama 72 jam dengan suhu 30°C. Di akhir waktu
inkubasi, senyawa metabolit sekunder diproduksi
dengan cara pemisahan dengan penyaringan
menggunakan Kkertas saring Whatman no.42.
Hasil fitrat dari proses penyaringan berupa
ekstrak kasar metabolit sekunder dari isolat
bakteri endofit yang selanjutnya digunakan untuk
uji fitokimia dan analisis gugus fungsi. Masing-
masing produksi metabolit sekunder isolat
bakteri endofit dilakukan dengan tiga ulangan.

Uji fitokimia

Pengujian kandungan senyawa metabolit
sekunder yang diuji pada penelitian ini adalah
alkaloid, steroid dan saponin. Uji alkaloid
menggunakan pereaksi Mayer. Ekstrak kasar
metabolit sekunder sebanyak 5 mL ditambahkan
dengan 2 mL kloroform dan amonia sebanyak 2
mL lalu dilakukan penyaringan. Filtrat
selanjutnya ditambahkan dengan H.SO. pekat
sebanyak 3-5 tetes, lalu di kocok sehingga
didapat dua lapisan. Lapisan bagian atas
selanjutnya dipindahkan ke dalam tabung reaksi
baru untuk tahap selanjutnya ditetesi preaksi
Mayer sebanyak 4-5 tetes. Pengujian dilakukan
dengan tiga ulangan. Hasil uji positif kandungan
senyawa alkaloid ditandai dengan adanya
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perubahan warna larutan dari bening menjadi
putih susu setelah pemberian pereaksi Mayer.

Uji steroid dilakukan masing-masing
ekstrak kasar isolat bakteri endofit sebanyak 5
mL dimasukkan ke dalam testube lalu di
tambahkan dengan asam asetat glasial sebanyak
10 tetes dan H,SO, pekat 2 tetes. Tabung
selanjutnya di kocok perlahan dan diinkubasi
selama 1-2 menit. Masing-masing dilakukan uji
dengan tiga ulangan. Hasil uji positif kandungan
senyawa steroid ditandai perubahan warna hijau-
biru. Masing-masing dilakukan uji dengan tiga
ulangan.

Uji fitokimia saponin dilakukan ekstrak
kasar bakteri endofit sebanyak 5 mL di
tambahkan dengan 10 mL aquades steril dan
lakukan pengocokan selama 1 menit. Hasil uji
positif kandungan saponin dari masing-masing
isolat  bakteri endofit ditandai  dengan
terbentuknya busa yang stabil selama £ 10 menit
(Aristina et al., 2019).

Uji analisis gugus fungsi metabolit sekunder

Analisis gugus fungsi metabolit sekunder
dari bakteri endofit di uji dengan menggunakan
alat spektroskopi FTIR (Fourrier Transform
Infra Red) (IRPrestige-21 Shimadzu) (Variani et
al,. 2021) dengan modifikasi.

Hasil dan Pembahasan

Isolasi dan karakterisasi koloni bakteri

Hasil isolasi bakteri endofit dari daun steril
paku laut (Acrtostichum aureum L) ditandai
dengan adanya pertumbuhan bakteri pada bagian
pinggir-pinggir sampel daun yang di letakkan di
dalam cawan petri seperti pada Gambar 2. Hasil
dari pemurnian diperoleh enam isolat bakteri
endofit dan karakterisasi koloni bakteri dapat di
lihat pada Tabel 1.

Bakteni endofit

Gambar 2. Pertumbuhan bakteri endofit

Tabel 1. Karakterisasi koloni bakteri

Morfologi koloni

Isolat

Warna Pinggiran  Elevation  Ukuran

DSB putih entire flat kecil
11 Susu
DSB putih . .
16 SusU entire raised sedang
DSB putih entire flat kecil
21 susu
DSB putih undulate raised sedang
31 susu
DSB putih entire raised kecil
4.1 susu
GDiB kuning entire convex kecil

Hasil penelitian ini serupa dengan

penelitin Rori et al. (2020) yang berhasil
mengisolasi  tujuh bakteri endofit dari daun
mangrove (Avicennia marina) yang dominan
warna koloni putih dan Linda et al. (2018)
melaporkan sembilan bakteri endofit dari daun
tanaman karet dengan warna koloni putih dan
kuning menggunakan medium isolasi NA.
Medium lain yang dilaporkan untuk mengisolasi
bakteri endofit dari paku adalah Trypsic Soy Agar
(TSA) (Asmoro & Munif, 2019; Tuo & Yan,
2019), marine agar (Chen et al., 2021).

Gambar 3. Isolat bakteri DSB 1.6

Tabel 2 dan Gambar 3 hasil karakterisasi
biokimia bakteri DSB 1.6 berbeda dengan kelima
isolat lainnya dengan katalase negatif. Katalase
negatif artinya tidak terjadi perombakan H.O-
oleh enzim katalase dan bakteri asam laktat
adalah salah satu kelompok bakteri katalase
negatif (Romadhon Subagyo & Margino, 2012).
Hal ini juga di dukung dengan kemampuan isolat
DSB 1.6 tumbuh paling baik dibandingkan
dengan keenam isolat lainnya pada medium
selektif de Man Rogosa and Sharpe (MRSA)
sebagai media selektif untuk bakteri asam laktat.
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Tabel 2. Karakterisasi biokimia bakteri

Isolat Uji biokimia
Gram Katalase MRSA
DSB 1.1 negatif + +
DSB 1.6 negatif - ++
DSB 2.1 negatif + -
DSB 3.1 negatif + +
DSB 4.1 negatif + +
DSB 6.1 negatif + -
Uji Fitokimia

Uji fitokimia merupakan uji awal untuk
mengetahui  kandungan senyawa metabolit
sekunder yang terdapat di dalam ekstrak kasar
bakteri endofit. Senyawa metabolit sekunder
dapat digolongkan menjadi beberapa jenis
berdasarkan struktur kimianya (Aristina et al.,
2019).

Tabel 3. Hasil uji fitokimia

Uji fitokimia

alkaloid steroid saponin
DSB 1.1 + - +
DSB 1.6 +
DSB 2.1 +
DSB 3.1 + -

+

+

Isolat

DSB 4.1
DSB 6.1

Keterangan: (+)

()

Hasil uji fitokimia ekstrak kasar metabolit
sekunder ke enam isolat bakteri endofit paku laut
menunjukkan positif mengandung senyawa
alkaloid dan saponin Tabel 3. Hal ini disebabkan
adanya perubahan warna putih susu yang terjadi
pada uji alkaloid setelah ditambahkan pereaksi
Meyer.  Hasil uji positif saponin dengan
terbentuknya  busa  dikarenakan  adanya
penguraian senyawa saponin menjadi glikosida
dan senyawa lainnya, glikosida akan
menyebabkan larutan berbusa (Marliana,
Suryanti & Suryono 2005). Keenam isolat ini
tidak mengandung senyawa steroid karena tidak
terjadi perubahan warna larutan menjadi hijau-
biru.

+ + + + +

teridentifikasi;
tidak teridentifikasi

Kandungan fitokimia yang di hasilkan dari
ekstrak kasar bakteri endofit daun paku laut
sejalan dengan hasil ekstrak kasar daun paku laut.
Paku laut yang diekstraksi menggunakan etanol
dan methanol dilaporkan menghasilkan saponin,
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(Badhsheeba & Vadivel, 2020), alkaloid dan
saponin (Raja & Ravindranadh, 2014) dan
alkaloid, glikosida, tanin dan terpenoid hasil
ekstraksi dengan etanol (Khan et al., (2013).
Diduga kandungan nutrisi tanah di kawasan
pengambilan sampel telah memberi pengaruh
pada kandungan fitokimia tanaman dan fitokimia
ekstrak kasar metabolik sekunder bakteri endofit.
Selain itu, perbedaan hasil uji fitokimia ini
diduga disebabkan oleh jenis bakteri, pelarut dan
metode yang digunakan untuk mendapatkan
ekstrak kasar metabolik sekunder yang berbeda.

Ekstrak kasar metabolit sekunder bakteri
endofit dari batang tumbuhan pacing (Costus sp.)
ditemukan 17 isolat bakteri endofit penghasil
senyawa alkaloid, 15 isolat penghasil saponin
dan 3 isolat penghasil steroid (Aristina et al.,
2019), Variani et al., (2021) melaporkan ekstrak
kasar Serratia marcescens strain MBC1
mengasilkan senyawa alkaloid dan saponin.
Senyawa alkaloid, polifenol, tanin, flavonoid,
kuinon dan saponin  memiliki  aktivitas
antibakteri (Milanda, Lestari & Tarina, 2021)
dan saponin memiliki aktivitas antimalaria dan
vibrosis (Matthew et al., 2018). Setyaningrum et
al., (2021) melaporkan Streptomyces
hygroscopicus subsp hygroscopicys strain 118
mengandung senyawa saponin yang dapat
menghambat pertumbuhan plasmodium sehingga
dapat dikembangkan sebagai antimalaria.

Hasil uji potensi biokimia dan fitokimia
ekstrak kasar metabolit sekunder isolat DSB 1.6
dikarakterisasi struktur molekulnya
menggunakan spektroskopi FTIR. Spektrum IR
adalah jenis spektrum mengetahui gugus-gugus
fungsional dari suatu molekul.

100 4

Transmitan %
&

04 0-] C-H
T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Bilangan gelombang (cm!

Gambar 4. Hasil spectrum FT IR ekstrak kasar
isolat DSB1.6
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Hasil analisis FTIR pada Gambar 4.
menunjukkan bahwa isolat DSB 1.6 memiliki
empat puncak utama serapan spektrum yaitu
3197,09 - 3253,15 cm?, 1622,20 cm, 1018,46 -
1200,74 cm™ dan 645,22 - 702,12 cm™. Serapan
spektrum pada daerah bilangan 3197,09-3253,15
cm?  menunjukkan adanya pita melebar yang
merupakan vibrasi ulur dari gugus hidroksil dan
membentuk ikatan hidrogen (O-H). Spektrum
yang diperoleh melebar hal ini diduga karena
adanya tumpang tindih (overlapping) yang
terjadi dengan gugus fungsi pada beberapa
bilangan gelombang spektra FTIR. Munculnya
pita serapan pada bilangan gelombang 1622,20
cm?® mengindikasikan adanya vibrasi regang
gugus C=C aromatik. Sedangkan pita serapan
dengan puncak lemah pada bilangan gelombang
1018,46-1200,74 cm™ menunjukkan adanya
gugus C-OH pada sampel. Spektrum pada
bilangan  gelombang 645,22-702,12 cm™*
menunjukkan adanya gugus C-H pada sampel.
Berdasarkan hasil analisis FTIR yang didapatkan
diduga gugus fungsi dari ekstrak metabolit isolat
DSB 1.6 memiliki kemiripan dengan senyawa
alkaloid (Variani et al., 2021; Skoog, Holler &
Crouch, 2007).

Kesimpulan

Enam isolat bakteri endofit dari tumbuhan
paku laut merupakan bakteri Gram negatif yang
dapat menghasilkan senyawa bioaktif alkaloid
dan saponin. Ekstrak kasar isolat DSB 1.6 analisi
FTIR memiliki empat puncak utama serapan
spektrum 3197,09-3253,15 cm?, 1622,20 cm?,
1018,46-1200,74 cm? dan 645,22-702,12 cm*
yang menunjukkan adanya kemiripan dengan
gugus fungsi alkaloid.

Kontribusi Penulis

Penulis  pertama: ide  penelitian,
koordinator pengambilan sampel, menyusun
kerangka  kerja, menyiapkan data di

laboratorium, menyusun drafat artikel. Penulis
kedua dan ketiga: membantu mengambil sampel
dan pekerjaan di laboratorium untuk isolasi dan
karakterisasi bakteri. Penulis keempat membantu
mengidentifikasi sampel paku kuda Penulis
kelima membantu pekerjaan di laboratorium uji
fitokimia dan analisa data.
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