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ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri endofit dari biji labu kuning 
(Cucurbita moschata Duch.) yang berpotensi sebagai antibakteri dan menentukan bakteri 
uji apa saja yang dapat dihambat oleh isolat biji labu kuning (Cucurbita moschata Duch.). 
Isolat diperoleh dengan menggunakan metode tanam langsung biji labu kuning pada media 
Nutrient Agar dan dilakukan uji skrining antibakteri untuk mengetahui potensi awal isolat 
yang aktif dalam menghambat pertumbuhan bakteri uji (Bacillus subtilis, Escherichia coli 
dan Staphylococcus aureus) fermentasi isolat murni dilakukan pada media Nutrient Broth. 
Uji aktivitas antibakteri fermentasi isolat dilakukan menggunakan metode difusi agar paper 
disc. Hasil uji aktivitas antibakteri memberikan aktivitas penghambatan terhadap bakteri uji 
Bacillus subtilis memiliki hambatan 21,42 mm dikategorikan sangat kuat. Bakteri 
Escherichia coli memiliki hambatan 19,27 mm dikategorikan kuat dan bakteri 
Staphylococcus aureus memiliki hambatan 11,91 mm dikategorikan kuat. 

 
Kata Kunci: bakteri endofit; fermentasi; antibakteri; biji labu kuning 

ABSTRACT 

 The aims of this research was to isolate the endophytic bacteria from pumpkin 
seeds (Cucurbita moschata Duch.) which have potential as antibacterial properties and to 
determine which test bacteria can be inhibited by pumpkin seed isolates (Cucurbita 
moschata Duch.). Isolates were obtained by using the direct plating method of pumpkin 
deeds in Nutrient Agar media and an antibacterial screening test was carriedout to 
determine the initial potential of active isolater in inhibiting the growth of tested bacteria 
(Bacillus subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus) fermentation of pure isolate 
carried ou on Nutrient Broth media. Antibacterial activity test of isolate fermentation was 
carried out by using the agar paper disc diffusion method. The results of the antibacterial 
activity test gave inhibitory activity against the test bacterial Bacillus subtilis which had an 
inhibition of 21,42 mm which was categorized as very strong. Escherichia coli bacteria has 
resistance of 19,27 mm, and it is categorized as strong and Staphylococcus aureus 
bacteria has resistance of 11,91 mm, it is categorized as strong. 
 
Keywords: endophytic bacteria; fermentation; antibacterial; pumpkin seeds 
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PENDAHULUAN 

Kemajuan ilmu pengetahuan dan 
teknologi di bidang ilmu kefarmasian 
menimbulkan perkembangan dan inovasi 
dalam penemuan obat baru yang berasal 
dari obat tradisional semakin berkembang 
pesat. Kesadaran masyarakat akan 
pentingnya kesehatan juga mengalami 
peningkatan, namun seiring dengan hal 
tersebut juga berkembang berbagai jenis 
penyakit akibat perubahan gaya hidup yang 
lebih modern. Akhir-akhir ini banyak 
ditemukan berbagai macam jenis penyakit 
infeksi yang disebabkan oleh bakteri. 
Bakteri merupakan mikroorganisme yang 
tidak dapat dilihat dengan mata telanjang, 
hanya dapat dilihat dengan bantuan 
mikroskop (Marie, 2003). 

Bakteri dapat menyebabkan 
infeksi. Penyakit infeksi merupakan 
penyebab paling utama tingginya angka 
kesakitan (mordibity) dan angka kematian 
(mortality) terutama pada negara yang 
berkembang, salah satunya adalah 
Indonesia. Bakteri yang dapat 
menyebabkan terjadinya infeksi antara lain 
Escherichia coli, Bacillus subtilis dan 
Staphylococcus aureus (Darmadi, 2008). 

Bakteri Escherichia coli adalah 
salah satu penyebab terjadinya diare, 
demam, infeksi saluran kemih. Bacillus 
subtilis merupakan salah satu bakteri yang 
jumlahnya banyak di dalam usus yang 
mampu menyebabkan diare yang 
ditularkan melalui kontaminasi makanan. 
Staphylococcus aureus merupakan salah 
satu bakteri penyebab peradangan, 
nekrosis dan pembentukan abses pada 
jerawat, bisul dan infeksi luka (Jawetz, et 
al., 2005). 

Salah satu tanaman yang 
dimanfaat oleh manusia adalah labu 
kuning. Pemanfaatan labu kuning di 
Indonesia masih sebatas pada daging 
buahnya yang diolah menjadi penganan 
seperti kue basah, kolak dan sayur 
berkuah. Pemanfaatan bijinya juga kurang 
maksimal, hanya diolah untuk menjadi 
kuaci (Hargono, 1999). 

Labu kuning (Cucurbita moschata 
Duch.) merupakan suatu jenis tanaman 
sayuran menjalar dari famili Cucurbitaceae 
yang banyak dijumpai di Indonesia yang 
setelah berbuah akan langsung mati. 
Tanaman labu kuning juga dimanfaatkan 
untuk pengobatan. Bagian tengah  labu 

kuning terdapat biji yang dilapisi lendir dan 
berserat. Bijinya berbentuk pipih dengan 
ujung runcing. Biji labu kuning yang selama 
ini dianggap sebagai limbah yang tidak 
berguna, ternyata memiliki banyak manfaat. 
Biji labu kuning memiliki aktivitas 
farmakologi seperti antidiab etes, antijamur, 
antibakteri, antiinflamasi dan efek 
antioksidan (El-aziz dan Abd El-Kalek, 
2011). 

Bakteri endofit adalah bakteri 
yang mengkolonisasi jaringan tanaman 
yang sehat tanpa menyebabkan kerusakan 
pada inangnya. Keberadaan bakteri endofit 
terjadi secara alami, dapat bersimbiosis 
dengan tanaman dalam jangka waktu yang 
lama, akan tetapi bukan berupa senyawa 
spesifik dari tanaman. Bakteri endofit dapat 
ditemukan dalam jaringan tanaman 
diantaranya bunga, buah, daun, batang, 
akar  dan biji. Bakteri endofit hanya dapat 
dideteksi dengan mengisolasi pada  media 
agar, namun jumlahnya tidak dapat 
ditentukan secara pasti  (Bacon dan 
Dorothy, 2006).  

Hasil penelitian skrining fitokimia 
menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat biji 
labu kuning mengandung senyawa alkaloid, 
triterpenoid, steroid dan fenol hidrokuinon. 
Senyawa-senyawa tersebut dapat 
memberikan efek antibakteri. Ekstrak etil 
asetat biji labu kuning memberikan aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri 
Staphylococcus aureus dengan nilai 
Diameter Zona Inhibisi (DZI) sebesar 12.66 
mm (Rustina, 2016). 

Metode yang digunakan untuk 
mengetahui aktivitas antibakteri yaitu, 
metode difusi agar Kirby-Bauer. Metode 
difusi agar Kirby-Bauer adalah salah satu 
metode pengujian kerentanan bakteri 
terhadap antimikroba atau sering juga 
dinamakan uji daya hambat. 

Berdasarkan uraian-uraian di 
atas, maka permasalahan dalam penelitian 
ini adalah apakah isolat bakteri endofit dari 
biji labu kuning     (Cucurbita moschata 
Duch.) memiliki potensi sebagai antibakteri 
dan bakteri uji (Bacillus subtilis, Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus) dapat 
dihambat oleh isolat biji labu kuning 
(Cucurbita moschata Duch.)? 

Penelitian ini bertujuan untuk 
mengisolasi bakteri endofit dari biji labu 
kuning (Cucurbita moschata Duch.) yang 
berpotensi sebagai antibakteri dan 
menentukan apakah bakteri uji (Bacillus 
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subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus) dapat dihambat oleh isolat biji labu 
kuning (Cucurbita moschata Duch.). 

Manfaat penelitian adalah 
sebagai sumber informasi kepada 
masyarakat mengenai bakteri endofit yang 
tekandung dalam biji labu kuning (Cucurbita 
moschata Duch.) yang dianggap sebagai 
limbah tetapi berpotensi sebagai 
antibakteri. Penelitian ini juga dapat 
digunakan sebagai acuan untuk penelitian 
selanjutnya. 

METODE PENELITIAN  

A. Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian dilakukan pada bulan 

Januari-Februari 2020 di Laboratorium 
Mikrobiologi Farmasi Universitas 
Hasanuddin Makassar. 

 
B. Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan pada 
penelitian ini yaitu autoklaf, batang 
pengaduk, cawan petri, gelas kimia, 
inkubator, jangka sorong, labu erlenmeyer, 
Laminar Air Flow (LAF), lampu spiritus, 
lemari pendingin, ose bulat, oven, pinset, 
pipet mikro, rak tabung, shaker, spoit, 
tabung reaksi dan timbangan analitik. 

Bahan-bahan yang digunakan 
pada penelitian ini yaitu air suling, 
aluminium foil, bakteri uji (Bacillus subtilis, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus), 
biji labu kuning, alkohol 70%, larutan Mc. 
Farland, media Nutrient Agar (NA), media 
Nutrient Broth (NB), natrium klorida 0,9%, 
paper disc, plastik wrap dan tissue. 

 
C. Prosedur Penelitian  
1. Sterilisasi Alat 

Alat yang digunakan dicuci 
hingga bersih menggunakan air suling, 
kemudian alat-alat gelas dikeringkan lalu 
dibungkus dengan kertas dan disterilkan 
dengan meggunakan oven pada suhu 
180oC selama 2 jam. Alat-alat yang terbuat 
dari plastik (tidak tahan terhadap 
pemanasan tinggi) dan alat gelas berskala 
disterilkan di dalam autoklaf pada suhu 
121oC selama 15 menit dengan tekanan 2 
atm. Alat berupa ose dan pinset disterilkan 
dengan cara dipijarkan pada lampu spiritus. 
2. Pengambilan Sampel 

Sampel berupa biji labu kuning 
diambil di Desa Kailolo, Kecamatan Pulau 
Haruku, Kabupaten Maluku Tengah, 

Provinsi Maluku, Indonesia (S 
3o32'7.6992", E 128o25'2.3772"). 

 
3. Pembuatan Media 

a. Media Nutrient Agar (NA)  
Semua bahan dimasukkan ke dalam 
gelas erlemeyer, dilarutkan dalam air 
suling hingga 1000 mL, kemudian 
dipanaskan hingga larut sempurna, 
selanjutnya diukur pH sampai 
mencapai 7. Disterilkan dalam 
autoklaf pada suhu 121oC dengan 
tekanan 2 atm selama 15 menit. 

a. Media Nutrient Broth (NB) 
Semua bahan dimasukkan ke dalam 
erlenmeyer, dilarutkan dalam air 
suling hingga 1000 mL, kemudian 
dipanaskan hingga larut sempurna, 
selanjutnya diukur pH sampai 
mencapai 7. Disterilkan dalam 
autoklaf pada suhu 121oC dengan 
tekanan 2 atm selama 15 menit. 
 

4. Penyiapan Bakteri Uji 
a. Peremajaan bakteri uji 

Bakteri uji (Bacillus subtilis, 
Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus) diremajakan dalam medium 
Nutrient Agar (NA) miring diinkubasi 
selama                 ± 24 jam pada suhu 
37oC, setelah itu dapat digunakan 
sebagai bakteri uji               (Iskandar, 
et al., 2006). 

b. Pembuatan suspensi bakteri uji 
Biakan murni bakteri uji 

yang telah siap, diambil dan 
ditambahkan dengan NaCl 0,9% 
sebanyak 5 mL selanjutnya 
dimasukkan ke dalam tabung reaksi 
steril. Nutrient Agar miring dibilas lagi 
dengan NaCl 0,9% sebanyak 5 mL, 
disatukan cairannya ke dalam tabung 
reaksi dan dihomogenkan kemudian           
dilakukan pengenceran bertingkat 
hingga 10-5 dan dicocokkan 
kekeruhannya dengan larutan Mc. 
Farland itulah sebagai bakteri uji 
(Djide dan Sartini, 2008). 

c. Pembuatan larutan Mc. Farland 
Pembuatan larutan Mc. 

Farland, diambil Larutan H2SO4 

sebanyak 99,5 mL dicampurkan 
dengan larutan BaCl2.2H2O 
sebanyak 0,1 mL dalam erlenmeyer, 
kemudian dikocok sampai terbentuk 
larutan yang keruh. Kekeruhan ini 
dipakai sebagai standar kekeruhan 
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suspensi bakteri uji (Djide dan 
Sartini, 2008). 

 
5. Bakteri Endofit 

a. Isolasi bakteri endofit 
Sampel biji labu kuning 

dicuci dengan air mengalir hingga 
bersih. Sampel biji labu kuning 
direndam dengan alkohol 70% 
selama 1 menit, sebagai desinfektan 
kemudian dibilas menggunakan air 
suling steril. Sampel biji labu kuning 
dikeringkan, kemudian dipotong. 
Potongan biji labu kuning diletakkan 
pada permukaan medium Nutrient 
Agar (NA) kemudian diinkubasi 
selama 24-48 jam pada suhu 
ruangan. Hasil inkubasi yang 
menunjukkan adanya  koloni bakteri 
endofit selanjutnya dilakukan 
pemurnian (Destriani, et al., 2013). 

b. Pemurnian bakteri endofit 
Pemurniaan dilakukan 

dengan memindahkan koloni yang 
tumbuh ke cawan pertri yang berisi 
Nutrient Agar (NA) dengan metode 
streak quadrant untuk memperoleh 
isolat atau koloni tunggal diinkubasi 
selama 24 jam. Bakteri endofit 
disimpan sebagai working culture 
(kultur kerja) atau stock culture 
(kultur stok) setelah diperoleh isolat 
murni (Strobel, 2000). 

c. Pemeriksaan makroskopik 
Pengamatan dilakukan 

pada bakteri yang telah dimurnikan 
dengan karakterisasi makroskopik 
bakteri endofit dengan mengamati 
morfologi dan pertumbuhan koloni. 
Pengamatan makroskopik dengan 
cara melihat langsung bentuk koloni 
(whole colony), bentuk tepi (edge), 
warna (colour) dan bentuk 
permukaan (elevation) (Mutmainnah, 
et al., 2008).  

 
6. Uji Skrining Aktivitas Antibakteri 

Uji skrining aktivitas 
antibakteri isolat bakteri endofit 
diletakkan pada permukaan medium 
Nutrient Agar (NA) yang berisi bakteri 
uji. Diinkubasi selama 1x24 jam pada 
suhu 37oC, lalu diamati kemampuannya 
dalam menghambat mikroba uji yang 
ditandai dengan terbentuknya zona 
bening (Adriani, 2015). 

 

7. Fermentasi Isolat Bakteri Endofit 
Fermentasi dilakukan dengan 

mengambil bakteri endofit 
menggunakan ose dan diinokulasikan 
ke dalam 10 mL media Nutrient Broth 
(NB), selanjutnya dishaker pada 
kecepatan 200 rpm selama 2 hari. 
Supernatan yang diperoleh kemudian 
digunakan untuk pengujian aktivitas 

antibakteri (Kumala, et al., 2006). 
 

8. Pengujian Aktivitas Antibakteri 
Pengujian aktivitas antibakteri 

dilakukan menggunakan paper disc 
(kertas cakram), suspensi bakteri dipipet 
20 µL kemudian dimasukkan ke dalam 
cawan petri selanjutnya ditambahkan 
media Nutrient Agar sebanyak 20 mL 
lalu digoyangkan sampai bakteri uji 
merata di seluruh media, didiamkan 
sampai media memadat dan siap 
digunakan. Paper disc dimasukkan ke 
dalam cawan petri baru kemudian diberi 
tetesan supernatan bakteri endofit 
sampai basah menggunakan spoit, 
paper disc diletakkan pada permukaan 
media Nutrient Agar padat kemudian 
diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 
37oC, lalu diamati dan diukur zona 
hambat yang terbentuk             (Radji, et 
al., 2011). 
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HASIL PENELITIAN 

Tabel 1. Hasil Uji Makroskopik Isolat Bakteri 
Endofit dari Biji Labu Kuning 
(Cucurbita moschata Duch.) 

Isolat 
Bentuk 

Koloni 

Bentuk 

Tepi 
Warna 

Bentuk 

Elevasi 

1 Round Lobate Hijau Flat 

 

Tabel 2. Hasil Uji Skrining Aktivitas 
Antibakteri Isolat Bakteri Endofit 
dari  Biji Labu Kuning (Cucurbita 
moschata Duch.) 

Isolat 

Diameter Zona Hambat (mm) 

BS EC SA 

1 17,66 18,05 14,94 

 
Tabel 3. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Isolat 

Bakteri Endofit dari Biji Labu 
Kuning (Cucurbita moschata 
Duch.)  

Isolat 
Diameter Zona Hambat (mm) 

BS EC SA 

1 21,42 19,27 11,91 

 

 

PEMBAHASAN 
Labu kuning (Cucurbita moschata 

Duch.) merupakan suatu jenis tanaman 
sayuran menjalar dari famili Cucurbitaceae 
yang banyak dijumpai di Indonesia yang 
setelah berbuah akan langsung mati. 
Tanaman labu kuning juga dimanfaatkan 
untuk pengobatan. Bagian tengah         labu 
kuning terdapat biji yang dilapisi lendir dan 
berserat. Bijinya berbentuk pipih dengan 
ujung runcing. Biji labu kuning yang selama        
ini dianggap sebagai limbah yang tidak 
berguna, ternyata memiliki    banyak 
manfaat. Biji labu kuning memiliki aktivitas 
farmakologi seperti antidiabetes, antijamur, 
antibakteri, antiinflamasi dan efek 
antioksidan (El-aziz dan Abd El-Kalek, 
2011). 

Peremajaan bakteri dilakukan 
sebelum melakukan penelitian dengan 
tujuan untuk mendapatkan bakteri dengan 
fase pertumbuhan yang cocok untuk diuji. 
Bakteri hasil peremajaan dibuat suspensi 
bakteri dan dibandingkan dengan larutan 
Mc. Farland. Mulyati, E. S. (2009) 
menyatakan bahwa suspensi bakteri 
bertujuan untuk mencegah terjadinya 
kepadatan sel bakteri yang berlebihan pada 
saat pengujian antibakteri.  

Penelitian diawali dengan 
mengisolasi bakteri endofit dari biji labu  
kuning (Cucurbita moschata Duch.) dengan 
cara menanam potongan biji labu kuning. 
Media yang digunakan untuk mengisolasi 
bakteri endofit adalah Nutrient Agar (NA). 
Hasil dari isolasi ini diperoleh 1  isolat 
bakteri endofit dari biji labu  kuning 
(Cucurbita moschata Duch.) (Gambar 4).  

Isolat yang diperoleh kemudian 
dilakukan pemurnian dengan cara 
memindahkan ke dalam media Nutrient 
Agar (NA) yang baru dengan menggunakan 
metode streak quadrant untuk memeroleh 
isolat murni atau koloni tunggal. Isolat murni 
yang diperoleh dibuat dalam media agar 
miring sebagai stok. Waluyo (2005) 
menyatakan bahwa tujuan pemurnian 
bakteri endofit adalah untuk memisahkan 
hasil inokulasi yang terdiri dari banyak 
koloni yang berbeda-beda sehingga 
didapatkan koloni murni pada setiap cawan 
petri. Isolat murni yang diperoleh 
selanjutnya dilakukan pemeriksaan 
makroskopik dengan cara mengamati 
bentuk koloni, bentuk tepi, warna dan 
bentuk elevasi (Gambar 5). 

Uji skrining aktivitas antibakteri 
dilakukan untuk melihat aktivitas antibakteri 
yang dihasilkan dari isolat bakteri endofit biji 
labu kuning (Cucurbita moschata Duch.). 
Hasil pengujian skrining aktivitas antibakteri 
menunjukkan isolat bakteri endofit biji labu 
kuning mampu menghambat semua bakteri 
uji yang digunakan (Bacillus subtilis, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus) 
yang ditandai dengan terbentuknya zona 
bening (Gambar 6). 

Isolat yang memberikan aktivitas 
selanjutnya diproduksi dengan cara 
difermentasi menggunakan medium 
Nutrient Broth (NB), selanjutnya dishaker 
selama 2 hari. Hasil dari fermentasi 
kemudian dilakukan pengujian aktivitas 
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antibakteri. Pokhrel, et al., (2007) 
menyatakan bahwa fermentasi bertujuan 
untuk menghasilkan bakteri endofit dalam 
jumlah yang banyak sehingga senyawa 
metabolit sekunder yang dihasilkan lebih 
optimal (Gambar 7). 

Pengujian aktivitas antibakteri 
menggunakan 3 bakteri yaitu Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus. Uji aktivitas antibakteri dilakukan 
dengan metode difusi agar menggunakan 
paper disc yang ditandai dengan adanya 
zona bening di sekitar paper disc. 
Timbulnya zona bening di sekitar paper disc 
dikarenakan adanya aktivitas antibakteri 
dari isolat yang terdapat di dalam paper disc 
(Gambar 8). 

Hasil pengujian aktivitas 
antibakteri isolat biji labu kuning                    
(Cucurbita moschata Duch.) dengan 3 
bakeri uji yang digunakan memiliki aktivitas 
antibakteri. Bakteri Bacillus subtilis zona 
hambatnya 21,42 mm dikategorikan sangat 
kuat, bakteri Escherichia coli zona 
hambatnya 19,27 mm dikategorikan kuat 
dan bakteri Staphylococcus aureus zona 
hambatnya 11,91 mm dikategorikan kuat. 
Diameter zona hambat dalam Suriawiria 
(2005) menyatakan bahwa kriteria 
kekuatan daya hambat antibakteri sebagai 

berikut: Diameter zona hambat berukuran 

≤5-5 mm dikategorikan lemah, zona 
hambat 5-10 mm dikategorikan sedang, 
zona hambat 10-19 mm dikategorikan kuat 
dan zona hambat 20 mm atau lebih  
dikategorikan sangat kuat. Jadi kekuatan 
daya hambat antibakteri yang sangat kuat 
adalah bakteri Bacillus subtilis. 

KESIMPULAN 
Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa: 
1. Isolat bakteri endofit yang diperoleh dari 

biji labu kuning (Cucurbita moschata 
Duch.) memiliki aktivitas sebagai 
antibakteri. 

2. Bakteri yang dapat dihambat oleh isolat 
bakteri pada penelitian ini adalah bakteri 
Bacillus subtilis (sangat kuat), 
Escherichia coli (kuat) dan 
Staphylococcus aureus (kuat). 
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