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ABSTRACT 

Endophytic bacteria are microorganisms that live in plant parts. Endophytic bacteria 

from clove (Syzygium aromaticum L.) leaves with antibacterial activity are rarely 

reported. Therefore, this study aims to isolate endophytic bacteria from clove leaves 

(Syzygium aromaticum L.), screen and determine potential endophytic bacteria as 

antibacterial compounds, identify molecularly with 16S rRNA, analyze bacterial 

growth curves and detect bioactive compounds produced by potential bacteria. 

Endophytic bacteria were isolated as many as 7 pure isolates including IRV1, IRV2, 

IRV3, IRV4, IRV5, IRV6, IRV7. IRV3 isolates showed the most dominant activity in 

inhibiting the growth of test bacteria and as the most potential producer of antibacterial 

compounds. Molecular identification with PCR (polymerase chain reaction) 

amplification in the 16S rRNA gene showed IRV3 isolate as Staphylococcus sp. with a 

99% similarity value. Besides, the results of GCMS analysis of secondary metabolites 

of IRV3 isolates showed pyrazine content as a dominant compound, which has been 

known as a bioactive compound in inhibiting bacterial growth. Therefore, the results 

of this study revealed that IRV3 isolates that were successfully isolated and identified 

would be able to contribute to further research to find new antibiotic sources. 

 

ABSTRAK 

Isolasi dan Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) dan Mekanisme Aksinya Sebagai 

Antibakteri 

Bakteri endofit adalah mikroorganisme yang hidup di dalam bagian tanaman. Bakteri 

endofit dari daun cengkeh (Syzygium aromaticum L.) dengan aktivitas antibakteri 

masih jarang dilaporkan. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi 

bakteri endofit dari daun cengkeh (Syzygium aromaticum L.), skrining dan menentukan 

bakteri endofit potensial sebagai penghasil senyawa antibakteri, mengidentifikasi 

secara molekuler dengan 16S rRNA, menganalisis kurva pertumbuhan bakteri dan 

mendeteksi senyawa bioaktif yang diproduksi oleh bakteri potensial. Bakteri endofit 

yang berhasil diisolasi sebanyak 7 isolat murni diantaranya IRV1, IRV2, IRV3, IRV4, 

IRV5, IRV6, IRV7. Isolat IRV3 menunjukkan aktivitas yang paling dominan dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri uji dan sebagai penghasil senyawa antibakteri yang 

paling potensial. Identifikasi molekuler dengan amplifikasi PCR (polymerase chain 

reaction) pada gen 16S rRNA menunjukkan isolat IRV3 sebagai Staphylococcus sp. 

dengan nilai similaritas 99%. Selain itu, hasil analisis GCMS dari metabolit sekunder 

isolat IRV3 menunjukkan kandungan pirazin sebagai senyawa dominan, yang telah 

dikenal sebagai senyawa bioaktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Oleh 

karena itu, hasil penelitian ini mengungkapkan bahwa isolate IRV3 yang berhasil 

diisolasi dan diidentifikasi akan dapat berkontribusi pada penelitian lebih lanjut untuk 

menemukan sumber antibiotik baru. 

Kata kunci: antibakteri, endofit, daun cengkeh, bioaktif, Syzigium aromaticum 
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PENDAHULUAN 
 

Sumber daya alam Indonesia memiliki 

beragam tanaman yang dapat digunakan sebagai 

sumber untuk pengobatan. Sumber daya alam 

telah menyediakan industri farmasi dengan 

sumber senyawa kimia yang paling penting,  
dan hingga 40% dari obat modern berasal dari 

sumber alam (Jassim & Naji, 2003). Ini 

menunjukkan peran terapeutik potensial tanaman 

di bidang  kesehatan (health)  (Barthwal  et 

al.,2008). Tanaman  memiliki aktivitas 

antioksidan yang  mengandung  senyawa 

metabolit sekunder  (Asif, 2015). Senyawa kimia 

yang digunakan sebagai antioksidan alami seperti 

copherol, asam askorbat, dan flavonoid telah 

banyak dipelajari (Birch  et al.,  2001). Tanaman 

cengkeh (Syzygium  aromaticum L)  merupakan 

tanaman yang telah banyak digunakan oleh 

masyarakat di Indonesia. Cengkeh memiliki 

kandungan minyak sebagai hasil produk olahan 

dari tanaman cengkeh (Syzygium  aromaticum  L). 

Produk olahan dari tanaman cengkeh memiliki 

senyawa eugenol. Karakterisasi dilakukan dengan 

metode GC-MS terhadap senyawa aktif yang 

terdapat pada produk olahan utama minyak 

cengkeh tersebut, menyimpulkan bahwa 

senyawa penting yang diperoleh dari produk 

olahan tanaman cengkeh memiliki kesamaan 

dengan senyawa eugenol dengan tingkat 

kesamaan sebesar 98%. Senyawa kimia tersebut 

memiliki aktivitas sebagai anti-mikrobial. 

Bakteri endofit mampu hidup bersama secara 

simbiosis dalam jaringan tanpa menyebabkan 

efek negatif bagi tanaman.  Hubungan antara 

tanaman dan bakteri endofit merupakan simbiosis 

mutualisme yaitu  menghasilkan senyawa bioaktif 

yang sama pada tanaman inangnya (Barbara 

&christine, 2006). Mikroorganisme endofit 

merupakan mikroorganisme yang dapat diisolasi 

dari seluruh bagian tanaman (Larran  et al., 2016). 

Tanaman dapat bersimbiosis dengan mikroba 

endofit yang mampu menghasilkan senyawa 

kimia yang mirip dengan senyawa kimia yang 

dihasilkan oleh tanaman inangnya. Kemampuan 

mikroba endofit untuk menghasilkan senyawa 

kimia sesuai dengan tanaman inangnya menjadi 

peluang besar yang dapat digunakan untuk 

pencarian dan sekaligus memproduksi 

senyawa kimia yang dapat digunakan sebagai 

obat yang diperoleh dari produksi mikroba 

endofit. Jadi, jika endofit yang diperoleh dari 

tanaman dapat menghasilkan senyawa kimia 

dalam jumlah yang besar dan tidak  perlu 

mengurangi tanaman inanngnya untuk 

diambil sebagai bahan simplisia. Dengan 

mengolahnya menjadi simplisia tentu mungkin 

membutuhkan waktu yang lama dalam setiap 

proses pemisahan senyawa kimia (Radji, 

2005). 

Berdasarkan sifat bakteri endofit, bakteri 

endofit melawan mikroba patogen dengan 

mengganggu metabolisme sel, menghambat 

sintesis dinding sel, mengganggu permeabilitas,  
dan menghambat sintesis protein dalam sel 

(Syarmalina, 2008). Bakteri  endofit   ini ditemu-

kan di berbagai bagian jaringan tanaman, tetapi 

tidak menyebabkan  penyakit. Bakteri endofit ini 

mampu hidup saling tidak merugikan, dalam hal 

ini bakteri endofit memperoleh nutrisi dari hasil 

metabolisme tanaman dan melindungi tanaman 

dari berbagai kondisi biotik dan abiotik. 

Sebaliknya,  tanaman mendapatkan derivat nutrisi 

dan senyawa aktif selama hidup bersimbiosis 

tersebut (Tanaka et al., 1999). Berdasarkan latar 

belakang ini, penelitian dilakukan untuk  
mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri endofit 

molekuler dari daun cengkeh (Syzygium  

aromaticum L), memperlambat pertumbuhan 

bakteri  Staphylococcus aureus  ATCC 6538 dan 

Escherichia coli  ATCC 8739. 

 

 

BAHAN DAN METODE  
 

Bahan dan Alat 

Bahan-Bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum L), Tryptone Soy Agar  (TSA) Merk, 
Tryptic Soy Broth  (TSB) Merk, NaClO3, Buffer 
Posfat, etanol 70%, pelarut n-butanol, n-heksana, 

etil asetat, Ampicillin 10 mg/ml, nystatin, aqua 

dest, Staphylococcus aureus  ATCC 6538  dan 
Escherichia coli  ATCC 8739. Alat yang 

digunakan dalam penelitian ini termasuk 
Laminar Air Flow (LAF), sentrifugal, UV-VIS 

Spectrophotometer, Polymerase Chain Reaction  
(PCR),  Gas Chromatography-Mass Spectrometer  
(GC-MS)  Agilent Technologies  7890, perangkat 

lunak ChromasPro, DNA MAN v9.0, MEGA 7.0. 

 

Metode  

Isolasi Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) 

Dalam penelitian ini,  daun cengkeh 

(Syzygium aromaticum  L.) dengan kondisi 
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karakteristik baik dan dari tengah batang 

permukaan disterilkan mengikuti protokol 
Sogandi  et al.,(2019) dengan modifikasi. 

Pertama,  daun segar dicuci dengan air mengalir, 

kemudian permukaan disterilkan    dengan 2% 

natrium hipoklorit selama 5 menit dan dicuci 

dengan air suling setidaknya tiga kali. Sampel 

daun cengkeh akhirnya dicuci dengan etanol 70% 

dan kemudian diuapkan. Setelah penguapan 

etanol dari permukaan daun cengkeh, daun 

cengkeh dipotong menjadi potongan-potongan 

kecil (1x1 cm) dan ditempatkan pada permukaan 
piring Tryptone Soy Agar  (TSA) yang  

dilengkapi dengan  nystatin  incrusted  pada suhu 

37 ° C.   Piring diperiksa setiap hari setelah  
injeksi,  dan setelah  tiga  hari inkubasi, bakteri 

endofit dari sampel daun cengkeh diambil  tujuh 
koloni dengan morfologi terbaik, dimurnikan 

dengan isolat budaya untuk memastikan bahwa 

itu  benar-benar  koloni tunggal, isolat bernomor 

adalah Irv1, Irv2, Irv3, Irv4, Irv5, Irv6, dan Irv7, 

ditransfer secara terpisah ke TSA miring sebagai 

media stok dan  disimpan pada 4oC untuk 

penggunaan lebih lanjut.   
 

Persiapan Kultur Bakteri 

Sepuluh mikroliter  dari isolat yang diperoleh 

ditransfer ke tabung reaksi yang berisi 50 mL 

media TSB. Isolat ditumbuhkan pada media 

tersebut selama 24 jam pada suhu 370 C. 

Selanjutnya dilakukan proses sentrifugasi untuk 

memperoleh supernatant dengan kecepatan 6000 

rpm selama 20 menit. Supernatan yang diperoleh, 

disimpan pada suhu -20ºC dan diukur aktivitas 

antibakterinya. 

 

Aktivitas Bakteri Endofit Daun Cengkeh 

(Syzigium aromaticum L) terhadap Bakteri 

Staphylococcus aureus dan Escherichia coli 

Pengujian aktivitas antibakteri isolat bakteri 

endofit daun cengkeh (Syzygium aromaticum L)  
terhadap  Staphylococcus aureus  ATCC 6538  
dan Escherichia coli  ATCC 8739 dilakukan 

dengan metode paper disk pada media Tryptone 

Soy Agar  (TSA). Lima kertas cakram disiapkan 

yaitu masing-masing tiga kertas cakram untuk 

bakteri endofit daun cengkeh dan dua kertas 

cakram untuk kontrol positif dan kontrol 

negatif. Selanjutnya diuji bakteri endofit potensial 

menggunakan metode fraksinasi dengan pelarut 

n-butanol, n-heksana, dan etil asetat. 

 

 

Optimasi Kurva Pertumbuhan 

Isolat potensial ditumbuhkan dalam medium 

TSB 5 mL kemudian diinkubasi selama 12 jam. 

Isolat potensial ditumbuhkan pada media TSB 

sebanyak 50 mL, diambil 1% kemudian dikultur 

isolat potensial tersebut pada suhu 37OC selama 

24 jam dilakukan proses inkubasi, setiap dua jam 

kultur isolat diambil dan disimpan pada suhu -

20OC. Kultur hasil isolasi selanjutnya dilakukan 

penentuan nilai serapannya pada panjang 

gelombang 600 nm kemudian dibuat kurva 

pertumbuhannya. 

 

Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) 

Supernatan Bakteri endofit potensial daun 

dilakukan pengenceran terlebih dahulu dengan 

konsentrasi 5%, 10%, 15%, 20%, dan 25%. 

Kemampuan supernatan menghambat 

pertumbuhan  Staphylococcus aureus ATCC 6538 

dan Escherichia coli ATCC 8739 ditentukan 

berdasarkan zona hambat. 

 

Analisis Senyawa Metabolit Sekunder dengan 

Gas Chromatography-Mass Spectrometer 

(GCMS) 

Analisis kimia dilakukan dengan 

menggunakan kromatografi gas ditambah dengan 

GCMS Agilent Technologies 7890 dilengkapi 

dengan HP ultra 2 Capillary Column (30m×0.20 

mmLD, 0.11μm filmthickness). Temperatur 

kolom, 2500C, kecepatan linear gas helium gas 

pembawa, 30cm/detik, rasio split, 1/30, 

temperatur sumber ion, 230oC, dan temperatur 

antarmuka 280oC. Identifikasi senyawa kimia 

dibandingkan dengan database dan dikonfirmasi 

menggunakan sampel standar otentik (Suhendar 

& Sogandi, 2019). 

 

Identifikasi Molekuler Bakteri Endofit Daun 

Cengkeh (Syzigium aromaticum L) (Suhendar 

et al., 2021) 

Dari total tujuh isolat, isolat potensial 

selanjutnya dilakukan isolasi genom. Selanjutnya 

dilakukan amplifikasi menggunakan gen 16S 

rRNA menggunakan mesin PCR. Hasil PCR 

selanjutnya dilakukan elektroforesis mengguna-

kan gel agarose dan dilakukan visualisasi dibawah 

sinar UV dan diperoleh pita DNA, berikutnya 

dilakukan pemurnian. Selanjutnya dilakukan 

pensejajaran dengan urutan basa dalam database 

NCBI. Hasil pensejajaran selanjutnya 

dimasukkan ke dalam NJPlot untuk dilakukan 

konstruksi pohon filogenetik. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Tujuh isolat murni (Irv1, Irv2, Irv3, Irv4, 

Irv5, Irv6, Irv7) diperoleh dari bakteri endofit 

daun cengkeh  (Syzygium aromaticum L). Pertama 

pengujian dilakukan dari tujuh isolat murni, yaitu 

pengujian akivitas antibakteri dari isolat bakteri 

daun cengkeh (Syzygium aromaticum L) terhadap 

bakteri staphylococcus aureus di 6538  

Escherichia coli  ATCC 8739.   Uji  aktivitas  

bakteri endofit  daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum  L)  terhadap  Staphylococcus aureus 

ATCC 6538 dan Escherichia coli  ATCC 8739 

dilakukan dengan metode paper disk dengan 

menggunakan media TSA. Pada pengujian 

menggunakan lima kertas cakram pada setiap 

bakteri yang diuji. Tiga  cakram untuk  sampel 

bakteri endofit daun cengkeh dan  dua  cakram 

untuk kontrol positif dan kontrol negatif . 

 

 
Gambar 1. Hasil isolasi bakteri endofit  daun 

cengkeh (Syzygium aromaticum L) 

 

 

 
Gambar 2. Diagram Hasil Uji Aktivitas Bakteri 

Endofit daun cengkeh (Syzygium 

aromaticum L) 

 

Hasil tes bakteri endofit potensial daun 

cengkeh (Syzygium aromaticum L), kontrol 

negatif dalam pelarut dan kontrol positif dalam 

bentuk  ampisilin  10  mg / ml menunjukkan 

bahwa bakteri endofit Irv3 memiliki 

penghambatan yang lebih signifikan daripada 

isolat lainnya. Oleh karena itu sampel Irv3  

disebut sebagai bakteri endofit potensial. Tes awal 

bakteri endofit potensial Irv3 dilakukan dengan 

menggunakan metode fraksinasi dengan pelarut 

n-butanol, n-heksana dan etil asetat. 

 

Tabel 1. Hasil uji aktivitas terhadap bakteri 

endofit Irv3 

Bakteri Potensial Diameter rataan (mm) 

Kontrol (-) 0 

kontrol (+) 16,42 ± 0,03 

n-butanol 11,88 ± 0,52 

n-heksan 17,16 ± 0,97 

etil asetat 20,65 ± 2,49 

 

Hasil aktivitas uji bakteri endofit  

potensial  daun cengkeh Irv3  dengan kelompok 

uji  fraksi n-butanol, fraksi n-heksana dan fraksi 

etil asetat menunjukkan angka daya 

penghambatan terbaik adalah fraksi etil asetat 

dengan luas rata-rata zona hambar di kedua 

bakteri uji adalah 20,65 ± 2,49. Berdasarkan hasil 

kurva yang terbentuk pada gambar 3, dapat 

diketahui bahwa potensi bakteri endofit Irv3 

mengalami fase lag atau fase adaptasi pada jam 

ke-0 hingga ke-12; hal ini dapat dilihat dari 

peningkatan absorbansi yang tidak terlalu tinggi. 

Pada fase ini bakteri melakukan penyesuaian 

terhadap media tumbuh bakteri. Pada fase ini 

bakteri mampu atau tidak mampu untuk bertahan 

hidup pada media tersebut. Setelah mengalami 

fase lag, bakteri potensial mengalami fase 

eksponensial yang dapat dilihat dengan 

peningkatan nilai absorbansi pada jam ke-14 

hingga ke-20. Pada fase ini, tentu bakteri yang 

mampu bertahan hidup pada media tumbuh akan 

tumbuh dengan cepat. Pertumbuhan bakteri 

tersebut antara bakteri, memiliki pertumbuhan 

yang berbeda-beda, hal ini dipengaruhi oleh faktor 

sifat genetik dari bakteri tersebut. Setelah itu, 

bakteri potensial menjalani fase stasioner yang 

dapat dilihat pada nilai absorbansi pada jam ke-20 

hingga ke-26. Pada fase ini, bakteri menuju laju 

kematiannya. Kondisi ini menunjukkan 

keseimbangan keseluruhan bakteri dengan 

kondisi media dan adanya pembelahan sel yang 

berkurang. 
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Gambar 3. Hasil optimasi kurva pertumbuhan 

 
Gambar 4. Hasil Uji Konsentrasi Hambat 

Minimum 

 

Bakteri endofit potensial Irv3 pada fraksi etil 

asetat dianggap 100% dilakukan pengenceran 

terlebih dahulu dengan konsentrasi 5%, 10%, 

15%, 20%, dan 25%.. Hasil tes aktivitas 

antibakteri dari lima konsentrasi ini menunjukkan 

bahwa setiap konsentrasi menghasilkan zona 

hambat terhadap  Staphylococcus aureus  dengan 

rata-rata   0,77 ± 0 mm;   0,50 ± 0,002  mm; 0,28 

± 0,002  mm; 0,76 ± 0,01 mm dan 1,01 ± 0 mm. 

Sedangkan zona resistance terhadap Escherichia 

coli  dengan rata-rata   0,63 ± 0 mm; 0,29 ± 0 mm; 

0,46 ± 0,01 mm; 0,98 ± 0,002 mm; dan 0,80 ± 

0,001 mm. Hasil pengukuran Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) kemudian dihitung  untuk 

menunjukkan bahwa konsentrasi terendah yang 

menghasilkan zona hambar adalah 15% pada 

bakteri Staphylococcus  aureus. Pada  bakteri 

Escherichia   coli,  konsentrasi terendah adalah  10 

Hasil kedua konsentrasi tersebut ditandai dengan 

tidak adanya keruhan sebelum inkubasi dan 

sesudah inkubasi. 

Gambar 5 dan 6 menunjukkan terjadinya 

peningkatan absorbansi dari supernatan sel, yang 

menandakan terjadinya peningkatan bahan-bahan 

yang dapat diserap pada panjang gelombang 260 

nm dan 280 nm yang di keluarkan oleh sel bakteri. 

Pada pengujian ini terlihat adanya kebocoran sel 

yang diamati pada panjang gelombang 260 nm 

untuk protein dan panjang gelombang 280 nm 

untuk asam nukleat. Kebocoran sel dapat 

diakibatkan adanya senyawa aktif yang dihasilkan 

oleh bakteri endofit. Dengan adanya senyawa 

kimia tersebut dapat mengakibatkan perubahan 

permeabilitas membran sel sehingga komponen 

didalam sel terganggu dan mengakibatkan 

komponen sel keluar. 

 
Gambar 5. Kebocoran Sel Protein dan Asam 

Nukleat daun cengkeh terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus 

ATCC 6538. 

 

 
 

Gambar 6. Kebocoran Sel Protein dan Asam 

Nukleat daun cengkeh terhadap 

bakteri Escherichia coli ATCC 

8739. 

 

Staphylococcus aureus ATCC 6538  

memiliki kebocoran sel paling banyak daripada  

Escherichia coli ATCC 8739. Konsentrasi bakteri 

potensial dari fraksi daun cengkeh etil asetit Irv3 

mempengaruhi kebocoran asam nukleat dan 

protein dalam sel bakteri, yaitu pada konsentrasi 2 

MIC, ada kebocoran asam nukleat daripada pada 

konsentrasi 1 MIC. Bakteri Staphylococcus  

aureus ATCC 6538 paling sensitif terhadap 

bakteri endofitik potensial  Irv3 etil asetat daun 

cengkeh (Nilai MIC 15%) dibandingkan dengan 

Escherichia coli  ATCC 8739  (nilai MIC 10%). 

Perbedaan antara keduanya adalah karena 

perbedaan dalam struktur dinding sel,dimana 

bakteri Gram-positif  memiliki lapisan 

lipopolysaccharide tipis dan lapisan 

peptidoglikan tebal. Bakteri gram negatif  

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

A
B

SO
R

B
A

N
SI

JAM KE-

rata-rata

0
,7

7

0
,5

0
,2

8

0
,7

6

1
,0

1

0
,6

3

0
,2

9

0
,4

6

0
,9

8

0
,8

5 % 1 0 % 1 5 % 2 0 % 2 5 %

Z
O

N
A

 H
A

M
B

A
T

 (
M

M
)

S. Aureus E. Coli

0
,0

6 0
,1

0
,2

9

0
,0

4

0
,0

4

0
,1

3

K O N T R O L  U J I K H M  1 K H M  2

A
B

SO
R

B
A

N
SI

260nm 280nm

0
,0

1

0
,0

2
1 0
,0

5
5

0
,0

1
4

0
,1

0
,1

8

K O N T R O L  U J I K H M  1 K H M  2

A
B

SO
R

B
A

N
SI

260nm 280nm



32 | Isolation and Molecular Identification of Endophytic Bacteria of Clove Leaf (Syzygium Aromaticum L) and…………… 

 

Jurnal Sains Natural Universitas Nusa Bangsa Vol. 12, No.1, Januari 2022, 27 – 35 

 

memiliki lapisan lipopolysaccharide tebal dan 

lapisan peptidoglikan tipis. 

Senyawa yang diidentifikasi ini tidak 

semuanya termasuk dalam kelompok senyawa 

dengan aktivitas antibakteri. Senyawa dengan 

konsentrasi tertinggi adalah 

benzylhexahydropyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-

dione,  dengan kandungan 13,47% pada waktu 

retensi 31.330. Senyawa dominan yang paling 

sering terdeteksi dalam analisis GCMS ini adalah 

Pyrazine dan turunannya terdeteksi pada waktu 

retensi 28.841 (2,52%), 29.027 (5,04%), 29.206 

(11,73%), dan 31.303 (12,58%). Piran  adalah 

senyawa dengan komponen heterosiklik yang 

mengandung nitrogen dan hasil dari interaksi 

antara dikarbonil,  sedangkan amina adalah 

interaksi antara kelompok asam amino. Peran 

rantai asam amino dalam  membentuk  pyrazine  

sangat  penting,terutama bagian dari rantai yang 

mengandung atom nitrogen seperti glutamin, as-

paragon,dan lysine (Yulia &Wijaya, 2015). 

Pyrazine termasuk dalam senyawa alkaloid 

karena memiliki atom nitrogen. Senyawa alkaloid 

dalam isolat Irv3 dianggap memiliki aktivitas 

antibakteri. 

Kemurnian DNA dapat dilihat dari rasio 

absorbansi DNA (A260/A280), di mana kemurnian  

DNA yang diperoleh dari   studi isolat Irv3  adalah  

1,85  yang menurut  Sambrook  et al. (1989),  hasil 

isolasi DNA dikatakan murni jika nilai rasioA260/ 

A280  adalah  antara  1,8-2,00. Dalam penelitian 

ini,  konsentrasi DNA yang diekstraksi adalah 

283,1  ng / ul. Setelah pemurnian, urutan gen 

rRNA 16S ditentukan. Urutan parsial rRNA 16S 

yang diperoleh selaras dengan urutan basis dalam 

database NCBI. Urutan isolat Irv3 yang selaras 

menunjukkan bahwa gen rRNA 16s dalam isolat 

± 1500 bp (pasangan basa). Selanjutnya, urutan 

gen rRNA 16s dari isolat Irv3 terdaftar ke 

database NCBI Genbank sebagai Staphylococcus 

epidermidis. Rekonstruksi pohon filogenetik 

mendukung  mencari tahu  hubungan antara 

spesies (Zhang  et al., 2019). Penyelarasan urutan 

bakteri dengan beberapa urutan bakteri lain yang 

diambil dari database NCBI GenBank  dilakukan 

dengan menggunakan cluster X2. Selain itu, hasil 

penyelarasan dimasukkan ke dalam NJPlot untuk 

merekonstruksi pohon filogenetik. Rekonstruksi 

pohon filogenetik menunjukkan bahwa  isolat Irv3  

memiliki hubungan terdekat dengan 

Staphylococcus epidermidis  yang mengiden-

tifikasi kesamaan 100%. Cladogram menghasil-

kan urutan 16s rRNA dari isolat potensial Irv3 dan 

nota sekutunya. 

 
Gambar 8. Hasil elektroforesis dari produk 

amplifikasi gen 16S-rRNA 

 

Hasil elektroforesis sampel diketahui 

memiliki pita yang disajikan dan sejajar dengan 

penanda sekitar 1.500 bp. Hal ini menunjukkan 

bahwa fragmen gen terlibat dengan ukuran ± 

1.500 bp, sehingga disimpulkan bahwa proses 

penguatan  isolat Irv3 berhasil dilakukan. 

Kemudian isolat Irv3 ditentukan menggunakan 

urutan 16S-rRNA yang  dianalisis secara penuh 

pada analisis Cluster Malaysia basis 1st pada 

urutan dilakukan dengan program BLAST-IN dari  

NBCI. 

 

Tabel 1. Hasil GCMS Isolat Bakteri Endofit Potensial (Irv3) 

Jenis/Kode 

Sampel 
RT Senyawa 

Kandungan 

(%) 

Isolated 

Irv3 

28.841 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( 2-methyl propyl)- 2,52 

29.027 ISOBUTYLHEXAHYDROPYRROLO [1,2-A] PYRAZINE-1,4-DIONE 5,04 

29.206 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( 2-methylpropyl)- 11,73 

31.303 Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione hexahydro-3-( phenylmethyl)- 12,58 

31.330 BENZYLHEXAHYDROPYRROLO [1,2-A] PYRAZINE-1,4-dione 13,47 

1.500bp 
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Tabel 2. Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA 

Nama Sample 
Panjang Gelombang (A) 

Konsentrasi (ng/ul) 
260/280 260/230 

Irv 3 1.85 2.27 283.1 

 

 

Gambar 9. Hasil Analisi BLAST dari Isolat Irv3 

 

Gambar 10.  Phylogenetic tree dari Isolat Irv3 

 

Hasil analisa dengan menggunakan program 

BLAST menunjukan bahwa bakteri endofit 

potensial isolat Irv3 merupakan bakteri dengan 

spesies Staphylococcus sp. dengan identity 99% 

terhadap strain Firmi-72. Filogenetik adalah 

metode yang digunakan dalam sistematika untuk 

menunjukkan keanekaragaman suatu organisme 

dengan melalui proses penataan ulang hubungan 

kekerabatan. Pohon filogenetik merupakan suatu 

grafik yang ditampilkan yang mampu 

memberikan gambaran kekerabatan yang terdiri 

dari sejumlah titik-titik dan beberapa cabang 

dengan hanya satu cabang yang menghubungkan 

dua titik terdekat. Setiap titik merupakan wakil 

unit suatu taksonomi dan setiap cabang 

merupakan wakil yang memiliki hubungan antar 

unit dengan memberikan gambaran hubungan 

turun temurun terhadap nenek moyang. 

Hasil analisis pohon filogenetik isolat Irv3 

menunjukkan kekerabatan yang lebih dekat 

dengan spesies bakteri Staphylococcus sp, 

sehingga isolat Irv3 diidentifikasi menggunakan 

rRNA 16s. Staphylococcus adalah bakteri Gram-

positif dengan diameter 0,5-1,5 μm dan ditandai 

oleh lokus individu, yang membagi lebih dari satu 

bidang menjadi kelompok-kelompok. 

Staphylococcus adalah anaerobik fakultatif non-

motil, tidak membentuk spora yang tumbuh 

dengan respirasi aerobik atau fermentasi. 

Sebagian besar spesies memiliki kebutuhan 

nutrisi yang relatif kompleks, tetapi, secara 

umum, mereka membutuhkan sumber nitrogen 

organik, dipasok oleh 5 hingga 12 asam amino 

esensial, misalnya arginin, valin, dan vitamin B, 

termasuk tiamin dan nikotinamida (Khianngam  et 

al., 2013). Selain metabolit sekunder yang aktif 

secara biologis, bakteri endofit juga menghasilkan 
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antimikroba   penting. Dalam sebuah penelitian 

yang mencari enzim endofit berproduksi tinggi di 

bakau di Thailand, Khianngam  et al. (2013) 

menemukan bahwa bakteri Gram-positif 

menunjukkan lebih banyak aktivitas hidrolitik  

daripada  bakteri Gram-negatif. Tanpa diduga, 

strain spesifik  S. epidermidis  diamati untuk 

menghasilkan analog nukleobase dengan 

kapasitas untuk menghambat sintesis DNA. 

Ketika diberikan secara intravena atau diterapkan 

pada tikus, molekul ini atau strain S. epidermidis 

yang hidup itu sendiri menekan pertumbuhan 

tumor in vivo (Nakatsuji  et al., 2018). 

Selanjutnya,  Nawangsih et al, (2011) melaporkan 

bahwa bakteri endofit S. epidermidis  adalah 

pengendali biologis bakteri patogen lain 

(Ralstonia solanacearum)  dalam  tomat. 

 

 

KESIMPULAN  
 

Kesimpulan pada penelitian ini adalah 

terdapat tuujuh isolat murni bakteri endofit daun 

cengkeh yang diperoleh dari fraksi etil asetat daun 

cengkeh terhadap pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 (15%) 

dengan zona hambat pertumbuhan bakteri sebesar 

0.28 ± 0,002 mm dan bakteri Escherichia coli 

ATCC 8739 (10%) dengan zona hambat 0.29 ± 0 

mm. Optimasi Kurva pertumbuhan bakteri potensial 

Irv3 mengalami tiga ase yaitu fase lag atau fase 

adaptasi, fase eksponensial dan fase stasioner. 

Pada jam ke-18 bakteri potensial Irv3 

memproduksi metabolit sekunder. Isolat Irv3 

mengandung senyawa pyrazine yang dapat 

digunakan sebagai sumber bahan alam untuk 

kesehatan dan teridentifikasi sebagai bakteri 

Staphyllococcus sp. 

 

 

SARAN 
 

Adapun saran dari penelitian ini adalah isolat 

potensial Irv3 dapat dilakukan pengujian berbagai 

bioaktivitas lainnya serta dilakukan isolasi 

senyawa kimia dari isolat potensial Irv3. 
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