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ABSTRAK

IDENTIFIKASI MOLEKULER BERDASARKAN ANALISIS GEN 16S
rRNA DAN UJI POTENSI ANTIBIOFILM BAKTERI ENDOFIT DARI
SAMPEL BUAH KAKAO (Theobroma cacao L.)

Oleh

DIAJENG MAHARANI LATIFAH

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan tanaman perkebunan yang
termasuk dalam famili Sterculiaceae. Kakao mempunyai potensi bersimbiosis
dengan mikroba endofit, salah satunya yaitu dari kelompok bakteri. Bakteri endofit
pada kakao diketahui berperan dalam meningkatkan pertumbuhan kakao dan
melindungi tanaman dari penyakit. Pengetahuan tentang bakteri endofit yang
menghuni tanaman kakao terkait dengan potensinya sebagai antimikroba atau
antibiofilm masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri
endofit pada buah kakao secara molekuler berdasarkan analisis gen 16S rRNA dan
menguji potensi antibiofilmnya dalam bentuk ekstrak padat.Penelitian ini
dilaksanakan di Laboratorium Taksa Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN),
Cibinong, pada bulan Februari — Maret 2025. Perlakuan identifikasi bakteri endofit
dilakukan dengan metode analisis molekuler meliputi ekstraksi DNA, amplifikasi
gen 16S rRNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR), elektroforesis,
sekuensing DNA, dan analisis filogenetik. Perlakuan uji potensi antibiofilm
dilakukan dengan metode microtiter plate (MtP) menggunakan ekstrak dari bakteri
endofit kakao, meliputi perlakuan uji penghambatan pertumbuhan biofilm dan uji
penghancuran biofilm dengan perhitungan persentase hasil dari tiap perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat bakteri endofit buah kakao yang
berhasil diidentifikasi berasal dari genus Cronobacter, Enterobacter, Pantoea,
Priestia, Klebsiella, Acinetobacter, dan Bacillus. Pengujian antibiofilm
menunjukkan bahwa ekstrak bakteri endofit yang diuji menghasilkan persentase
yang negatif dalam menghambat pertumbuhan biofilm, namun pada beberapa
konsentrasi (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,13%, dan 1,56%) menghasilkan
persentase yang positif dalam mendegradasi biofilm.

Kata Kunci: bakteri endofit, Theobroma cacao L, gen 16S rRNA, antibiofilm,
identifikasi molekuler



ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION BASED ON 16S rRNA GENE
ANALYSIS AND ANTIBIOFILM POTENTIAL TEST OF ENDOPHYTE
BACTERIA FROM CACAO FRUIT (Theobroma cacao L.) SAMPLES

By

DIAJENG MAHARANI LATIFAH

Cocoa (Theobroma cacao L.) is a plantation crop belonging to the
Sterculiaceae family. Cocoa has the potential to form a symbiosis with endophytic
microbes, including bacteria. Endophytic bacteria in cocoa are known to play a role
in enhancing cocoa growth and protecting plants from disease. Knowledge of
endophytic bacteria inhabiting cocoa plants and their potential as antimicrobials or
antibiofilms is still limited. This study aimed to molecularly identify endophytic
bacteria in cocoa pods based on 16S rRNA gene analysis and to test their antibiofilm
potential in solid extract form. This research was conducted at the Taxa Laboratory
of the National Research and Innovation Agency (BRIN), Cibinong, from February
to March 2025. Identification of endophytic bacteria was carried out using
molecular analysis methods including DNA extraction, 16S rRNA gene
amplification using Polymerase Chain Reaction (PCR), electrophoresis, DNA
sequencing, and phylogenetic analysis. Antibiofilm potency testing was conducted
using the microtiter plate (MtP) method using extracts from cocoa endophytic
bacteria. These tests included biofilm growth inhibition and biofilm destruction,
with percentage results calculated for each treatment.

The results showed that the identified cocoa fruit endophytic bacterial
isolates belonged to the genera Cromnobacter, Enterobacter, Pantoea, Priestia,
Klebsiella, Acinetobacter, and Bacillus. Antibiofilm testing revealed that the
endophytic bacterial extracts produced negative biofilm growth inhibition rates, but
at several concentrations (100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, and 1.56%),
they produced positive biofilm degradation rates.

Keywords: endophytic bacteria, Theobroma cacao L, 16S rRNA gene, antibiofilm,
molecular identification
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kakao merupakan tanaman perkebunan dengan nama ilmiah Theobroma
cacao L. dan termasuk dalam famili Sterculiaceae. Tanaman ini berasal dari
Amerika Selatan yang saat ini banyak ditanam di berbagai kawasan tropis,
termasuk Indonesia. Masyarakat menanam pohon kakao terutama untuk
diambil buahnya. Bagian dari buah yang digunakan adalah kulit buah,
pulp/daging buah dan biji kakao (Farhanandi dan Indah, 2022).

Kulit buah kakao diketahui memiliki kandungan metabolit sekunder berupa
flavonoid. Flavonoid dapat digunakan sebagai antimikroba dan antivirus.
Alkaloid juga merupakan salah satu metabolit sekunder yang terkandung
dalam kulit buah kakao. Alkaloid memiliki kemampuan sebagai antimikroba
dan antiparasit sehingga berperan dalam perlindungan tanaman sebagai agen
kontrol. Selain itu, metabolit sekunder tanin dan saponin juga terdapat pada
kulit buah kakao. Metabolit sekunder tanin dan saponin memiliki kemampuan
sebagai antimikroba (Adha dan Ibrahim, 2021). Biji kakao merupakan bagian
dari tanaman herbal yang berpotensi sebagai neutraceutical (Attahmid dkk.,

2021).

Terkait dengan produksi metabolit sekunder, bakteri endofit memiliki
kemampuan untuk memproduksi senyawa bioaktif dengan sifat antimikroba
ataupun antibiofilm yang serupa dengan yang dihasilkan oleh tanaman
inangnya. Hal ini membuka peluang untuk memanfaatkan bakteri endofit

sebagai agen hayati dalam pengendalian mikroorganisme patogen,



karena kemampuannya dalam menghasilkan senyawa metabolit sekunder yang
memiliki sifat antagonis terhadap patogen. Bakteri endofit mampu
memproduksi senyawa bioaktif dengan sifat antimikroba yang serupa dengan

tanaman tempatnya hidup (Lubis dkk., 2024).

Bakteri endofit dapat diisolasi dari berbagai jenis tumbuhan mulai dari
monokotil hingga dikotil. Isolasi bakteri endofit telah dilakukan lebih dari 20
tahun yang lalu dan setiap bagian tanaman ditemukan adanya mikroba endofit,
baik pada daun, akar maupun batang. Saat ini terdapat sekitar 300.000 spesies
tanaman di dunia yang menjadi inang dari satu atau lebih bakteri endofit
(Ginting dkk., 2020). Kakao (Theobroma cacao L.) mempunyai potensi
bersimbiosis dengan mikroba endofit. Mikroba endofit bersifat kompetisi
langsung dengan patogen di dalam jaringan tanaman dan dapat bersifat
mikroparasit secara langsung pada kakao (Noviani dkk., 2019). Berbagai
penelitian tentang komunitas bakteri yang berasosiasi dengan tanaman sebagai
endofit telah berkembang cukup pesat. Komunitas endofit memberikan
keuntungan terhadap tanaman inangnya seperti melindungi tanaman melawan
herbivora, serangga, atau patogen, serta mampu menstimulasi pertumbuhan
tanaman (Ginting dkk., 2020). Penelitian oleh Sijabat dkk. (2021),
menyatakan efektivitas bakteri endofit untuk mengendalikan penyakit busuk
buah pada kakao yang disebabkan jamur Phytophthora palmivora
memberikan efek yang positif dalam menghambat pertumbuhan jamur
patogen. Selain itu, penelitian oleh Khaeruni dkk. (2020), menyatakan isolat
bakteri endofit asal tanaman kakao berpotensi sebagai pemacu pertumbuhan
tanaman karena unggul dalam memperbaiki mutu fisiologis benih dan
meningkatkan pertumbuhan tanaman kakao di persemaian. Hal tersebut
menunjukkan bahwa bakteri endofit dapat menjadi agen hayati yang ramah

lingkungan.



Informasi mengenai bakteri dan potensinya dapat diketahui dengan cara
melakukan identifikasi bakteri. Identifikasi bakteri salah satunya dapat
dilakukan melalui identifikasi molekuler, yang merupakan suatu cara
mengidentifikasi bakteri menggunakan materi genetik yang dimiliki bakteri.
Identifikasi molekuler bakteri dianggap lebih akurat jika dibandingkan dengan
identifikasi menggunakan uji biokimia, karena tidak dipengaruhi oleh faktor
internal seperti tahap pertumbuhan maupun faktor eksternal seperti lingkungan
tempat tumbuhnya. Salah satu cara identifikasi bakteri secara molekuler yaitu
melalui analisis gen 16S rRNA. Gen 16S rRNA ada pada setiap bakteri dan
memiliki variasi yang cukup untuk membedakan spesies bakteri dan bersifat
lestari. (Chrisnawati dkk., 2023). Metode berbasis molekuler ini dinilai cepat
dan akurat dalam mengidentifikasi bakteri. Dari segi waktu, analisis
sekuensing memiliki keunggulan karena dapat dilakukan dalam waktu singkat

(Nontji dkk., 2022).

Biofilm adalah sekelompok mikroorganisme dimana sel-selnya saling terikat
satu sama lain dan dapat melakukan komunikasi antar sel melalui matriks
polisakarida. Struktur alami biofilm dapat melindungi sel-selnya terhadap
agen antimikroba dan mampu mempertahankan sel host-nya, sehingga
menyebabkan resistensi terhadap antibiotik yang diberikan (Uthari dkk.,
2017). Terbentuknya biofilm tidak hanya pada tubuh manusia, tetapi juga
terjadi pada tanaman, hewan, dan juga lingkungan (Sentenac dkk., 2022).

Di masa sekarang, mikroorganisme patogen ataupun biofilm patogen dianggap
menjadi mediator utama infeksi, dan sekitar 80% peristiwa infeksi dikaitkan

melalui pembentukan biofilm (Herman dkk., 2024; de Novais dkk., 2023).

Penelitian terdahulu mengenai bakteri endofit sebagai antobiofilm (antara lain
Priyanto dkk., 2023) meneliti tentang aktivitas antibakteri dan antibiofilm
bakteri endofit yang berasosiasi dengan Archidendron pauciflorum terhadap
strain yang resistan terhadap banyak obat, (Kaari et al., 2022) tentang aktivitas
antibiofilm dan potensi biokontrol kultur Streptomyces terhadap Ralstonia

solanacearum pada tanaman tomat, (Singh et al., 2024) tentang isolasi target



senyawa antibiofilm dari endofit halofit Bacillus velezensis TNPB-3B yang
diisolasi dari tanaman halofit Salicornia brachiata. Dari laporan tersebut
belum ada dilaporkan mengenai potensi bakteri endofit yang berasosiasi
dengan buah kakao (Theobroma cacao L.) terkait perannya sebagai

antibiofilm, khususnya di Indonesia.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengidentifikasi isolat bakteri endofit yang diperoleh dari buah kakao
(Theobroma cacao L.) secara molekuler berdasarkan analisis gen 16S
rRNA.

2. Menguji potensi antibiofilm dari ekstrak bakteri endofit buah kakao.

1.3 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan mengenai
keanekaragaman bakteri endofit pada buah kakao (Theobroma cacao L.) dan
menyediakan data dasar untuk pengembangan antibiotik berbasis bakteri
endofit serta memberikan alternatif pengendalian biofilm mikroorganisme

patogen secara alami.



1.4 Kerangka Pemikiran

Buah kakao (Theobroma cacao L.) merupakan tanaman perkebunan yang
banyak dibudidaya oleh masyarakat di Indonesia dan mengandung senyawa
aktif yang memiliki kemampuan sebagai antimikroba. Di dalam buah kakao
diketahui pula terdapat berbagai mikroorganisme endofit, salah satunya yaitu
dari kelompok bakteri. Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidup
di dalam jaringan tanaman tanpa menyebabkan penyakit bagi inangnya dan
mampu memproduksi senyawa metabolit sekunder yang serupa seperti yang
dihasilkan oleh tanaman inangnya. Sehingga keberadaan bakteri endofit dalam
berbagai tanaman memiliki potensi besar untuk menghasilkan senyawa
bioaktif yang bermanfaat, termasuk senyawa antibakteri, antifungi, dan

penghambat biofilm.

Pertumbuhan biofilm pada berbagai permukaan, baik biotik maupun abiotik
dapat menyebabkan penyakit infeksi terhadap manusia. Adanya matriks EPS
yang diproduksi oleh bakteri di dalam biofilm menimbulkan resistensi
antibiotik sehingga antibiotik sulit untuk masuk ke dalam biofilm. Diperlukan
adanya pengembangan senyawa antibiotik dari produk alami seperti bakteri

endofit yang ada di dalam tanaman untuk mengatasi pertumbuhan biofilm.

Belum diketahui bakteri apa saja yang terkandung di dalam buah kakao dan
bagaimana potensinya dalam mengatasi biofilm. Diperlukan adanya penelitian
untuk mengetahui bakteri endofit yang terkandung di dalam buah kakao dan
potensinya dalam menghancurkan biofilm dengan melakukan analisis
molekuler terhadap bakteri yang ditemukan di buah kakao dan menguji bakteri

yang telah diidentifikasi terhadap biofilm.

Analisis molekuler dilakukan dengan beberapa tahap meliputi isolasi dan
pemurnian bakteri untuk mendapatkan koloni murni, ekstraksi DNA untuk
mendapatkan DNA murni, amplifikasi gen 16S rRNA, elektroforesis,

sekuensing, dan analisis filogenetik.



Pengujian potensi bakteri endofit pada kakao dilakukan dengan beberapa
tahapan meliputi produksi ekstrak dari bakteri yang digunakan untuk
menghambat dan menghancurkan biofilm, uji penghambatan pertumbuhan

biofilm dan uji penghancuran biofilm.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kakao (Theobroma cacao L.)

2.1.1

2.1.2

Klasifikasi Kakao (Theobroma cacao L.)

Klasifikasi kakao menurut (Minifie, 1999) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta

Class : Magnoliopsida
Ordo : Malvales
Famili  : Sterculiaceae
Genus : Theobroma

Species : Theobroma cacao L. (Minifie 1999)

Morfologi Kakao (Theobroma cacao L.)

Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) termasuk dalam famili
Sterculiaceae yang merupakan tanaman asli Amerika Utara, namun
sekarang tanaman kakao telah dibudidayakan di daerah tropis. Tinggi
tanaman kakao berkisar antara 4-8 m (Riono, 2020). Tanaman kakao
(Theobroma cacao L.) termasuk tanaman tahunan yang tergolong
dalam kelompok tanaman caulofloris, yaitu tanaman yang berbunga
dan berbuah pada batang dan cabang. Habitat asli tanaman kakao
adalah hutan tropis dengan naungan pohon-pohon yang tinggi, curah

hujan tinggi, suhu sepanjang tahun relatif sama, serta kelembaban



tinggi yang relatif tetap. Bagian terbesar dari buah kakao terdiri dari
kulit luar (mesokarp) yang keras yang mencapai 75%, plasenta

berwarna putih dan biji yang berwarna coklat (Sukatik dkk., 2020).

Buah kakao berbentuk lonjong dengan panjang 15-30 cm dan lebar 8-
10 cm, buah yang matang berwarna kuning-oranye dengan berat
sekitar 500 g ketika matang. Polong buah kakao mengandung 20-60
biji terletak dalam pulp yang berwarna putih. Setiap butir biji kakao
mengandung lemak sekitar 40-50 %. Biji kakao mengandung
komponen aktif yaitu theobromin, yang merupakan suatu komponen
senyawa yang mirip dengan kafein. Karateristik tanaman kakao
diantaranya meliputi batang, cabang, daun, bunga, buah, biji, dan akar.
Warna batang coklat tua kehitaman, alur pada kulit batang utama
teratur dan rapi, sedangkan alur pada cabang kurang tegas. Permukaan
batang utama kasar, alurnya berwarna agak keputihan. Bentuk daun
ujungnya runcing, ada penyempitan pada pangkalnya (bottle neck)
warna daun hijau tua tegas, sedangkan daun muda merah. Bentuk
helai daun bulat memanjang (oblongus) ujung daun meruncing

(acuminatus) dan pangkal daun runcing (acutus) (Riono, 2020).

Pulp dan biji kakao

Gambar 1. Buah kakao (Theobroma cacao L.)
(Sumber: Yuliani dan Fauzana, 2020)



2.1.3 Pemanfaatan dan Nilai Potensi Kakao

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan salah satu komoditas
unggulan sub sektor perkebunan Indonesia yang memiliki potensi
besar, dengan luas areal perkebunan dan produksinya cenderung terus
meningkat setiap tahun. Kakao sendiri juga memiliki nilai ekonomis
yang tinggi karna memiliki manfaat yang baik terutama dalam industri
makanan, minuman bahkan kosmetik (Kadju dkk., 2022). Tumbuhan
kakao mengandung senyawa tannin serta kulit buah kakao diketahui
mengandung senyawa aktif alkaloid yaitu theobromin (3,7-
dimethylxantine). Tannin yang terdapat dalam kulit buah kakao
mengandung gugus aktif yang dapat berfungsi sebagai inhibitor
korosi, antimikroba, dan antioksidan. Senyawa aktif tersebut diketahui
memiliki sifat antibakteri. Keberadaan senyawa tersebut di dalam kulit
buah kakao diduga menjadi salah satu penyebab tidak ditemukannya
penyakit tanaman kakao yang disebabkan oleh bakteri (Sukatik dkk.,
2020).

2.2 Bakteri Endofit

Bakteri endofit adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tumbuhan secara
simbiotik dengan membentuk koloni selama periode tertentu dari siklus
hidupnya dan dapat menghasilkan metabolit sekunder. Kemampuan bakteri
endofit untuk melakukan penetrasi ke jaringan internal tanaman dapat
disebabkan oleh adanya enzim extraseluler berupa selulase yang dihasilkan
oleh bakteri tersebut (Sijabat dkk., 2021). Bakteri endofit hidup bersimbiosis
saling menguntungkan dengan tanaman dimana bakteri endofit memanfaatkan
nutrisi dari hasil metabolisme tanaman untuk hidup (Hamtini dkk., 2022).
Sifat bakterial endofit yang belum berpengaruh negatif terhadap jaringan
tumbuhan memungkinkan adanya keterkaitan simbiosis mutualisme terhadap
bakterial endofit serta inangnya (Sari dkk., 2017). Pada perihal tersebut

bakterial endofit memperoleh nutrisi melalui hasil metabolisme tumbuhan
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dengan memperoteksikan tumbuhan ketika menghambat patogenik, namun
tumbuhan memperoleh derivate nutrisi dengan zat aktif yang dibutuhkan
hingga kehidupannya (Pakaya dkk., 2022). Beberapa jenis bakteri endofit
dapat menghasilkan senyawa bioaktif yang bermanfaat dalam melindungi

tanaman dari hama dan penyakit (Sari dkk., 2017).

Bakteri endofit masuk ke dalam jaringan tanaman umumnya melalui akar,
namun bagian tanaman yang terpapar udara langsung seperti bunga, batang
dan kotiledon, juga dapat menjadi jalur masuk bakteri endofit. Saat ini
diketahui pula bahwa hubungan antara mikroba endofit dengan tanaman
inangnya adalah karena senyawa kimia yang dihasilkan oleh mikroba yang
memiliki peran sebagai jenis senyawa bioaktif. Hal ini menunjukkan bahwa
kemampuan suatu tanaman baik dari batang, daun, buah, maupun akar yang
menghasilkan senyawa antibakteri akan mampu membunuh atau menghambat
pertumbuhan mikroorganisme lain dalam hal ini yakni bakteri patogen

penyebab penyakit (Pakaya dkk., 2022).

2.3 Gen 16S rRNA

Gen 16S rRNA adalah gen yang paling lestari pada bakteri. Gen yang paling
lestari ini maksudnya adalah gen yang mudah dicari kemiripannya dengan
gen yang lain dari spesies bakteri berbeda. Ribosomalribonucleic Acid
(rRNA) adalah salah satu molekul yang bergabung dengan molekul lain RNA
membentuk ribosom yang digunakan pada sintesis protein (Dewata dkk.,
2016). Gen ini juga memiliki hypervariable region yang merupakan ciri khas

tiap mikroorganisme (Nontji dkk., 2022).

Gen pengkode rRNA digunakan untuk menentukan taksonomi, filogeni
(hubungan evolusi) serta memperkirakan jarak keragaman antar spesies (rates
of species divergence) bakteri. Panjang urutan gen 16S rRNA adalah sekitar
1.500 bp dan terdiri dari daerah yang dilestarikan (conserved regions). Primer

universal biasanya digunakan sebagai pelengkap ke daerah yang dilestarikan
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pada bagian awal gen dan di kedua wilayah 540-bp atau pada akhir urutan
(sekitar wilayah 1.550 bp), dan urutan pada daerah variabel diantaranya
digunakan untuk taksonomi perbandingan. Gen 16S rRNA bersifat universal
untuk bakteri, sehingga hubungan filogeni dapat diukur antar semua spesies
bakteri. Secara umum, perbandingan urutan gen 16S rRNA memungkinkan
diferensiasi antar organisme di tingkat genus pada semua filum utama bakteri
dengan tujuan mengklasifikasikan galur di berbagai tingkat, termasuk dalam
tingkat spesies Gen 16S rRNA cenderung memiliki sekuen yang sama pada
berbagai jenis bakteri sehingga informasi filogenetik yang diperoleh dapat

diterapkan pada banyak jenis bakteri.

Gen 16S rRNA juga memiliki variasi yang cukup besar pada tingkat yang
sesuai dengan tingkat perbedaan antara spesies bakteri yang memungkinkan
untuk membedakan antara spesies yang sangat mirip secara morfologi atau
fisiologi. Secara fungsi, gen 16S rRNA berfungsi untuk menyandi RNA
ribosom, yang digunakan untuk sintesis protein, yang mana fungsi ini sangat
penting untuk seluruh jenis organisme, sehingga gen ini jarang hilang atau
dimodifikasi secara drastis selama evolusi. Database sekuens gen 16S rRNA
banyak tersedia di basis data seperti GenBank yang memungkinkan untuk
membandingkan sekuen gen 16S rRNA yang diperoleh dengan sekuen di
database (Wullur, 2023). Dalam metode ini, fragmen gen 16S rRNA diekspos
dari isolat bakteri dan kemudian direplikasi secara eksponensial
menggunakan reaksi PCR (Polymerase Chain Reaction). PCR adalah teknik
biologi molekuler yang memungkinkan perbanyakan fragmen DNA secara in
vitro dengan menggunakan enzim DNA polymerase yang besifat termostabil
(Widodo, 2025). Hasil PCR kemudian diamati dan dibandingkan dengan
basis data genetik untuk mengidentifikasi bakteri dengan akurasi tinggi.
Keuntungan dari metode PCR yaitu prosesnya yang cepat namun memiliki

keakuratan yang tinggi (Chrisnawati dkk., 2023).



12

2.4 Biofilm

24.1

24.2

Definisi Biofilm

Biofilm merupakan agregat mikroorganisme (bakteri, jamur, alga, atau
protozoa) yang tertutup dalam matriks polimer ekstraseluler yang
diproduksi oleh mikroorganisme tersebut. Bakteri dalam biofilm dapat
terlindung dari berbagai gangguan seperti pengeringan, bakteriofag,
amoeba, dan biosida yang digunakan dalam industri (Vogeleer et al.,
2014). Secara umum biofilm terdiri atas matriks extracellular
polymeric substances (EPS), protein, dan atau DNA ekstraseluler
(Masrukhin dkk., 2021). Selain itu sel di dalam biofilm cenderung
lebih resisten terhadap antibiotik dibanding sel dalam bentuk
planktonik. Biofilm juga dapat terbentuk pada alat-alat medis seperti
kateter urin. Maka dari itu biofilm menjadi salah satu masalah besar
pada kesehatan (Subashchandarbose et al., 2015). Biofilm pada
umumnya juga digunakan sebagai strategi bertahan pada suatu kondisi
lingkungan yang kurang menguntungkan seperti fluktuasi suhu

maupun nutrisi (Masrukhin dkk., 2021).

Resistensi Biofilm Terhadap Antibiotik

Bakteri di dalam biofilm cenderung resisten terhadap antibiotik
dibandingkan bakteri dalam bentuk planktonik. Resistensi ini
diperantarai oleh adanya matriks extracellular polymeric substances
(EPS) yang menyebabkan penetrasi antibiotik ke dalam biofilm
menjadi lebih sulit. Beberapa bakteri dapat melakukan mutasi genetik
secara acak pada plasmid. Plasmid tersebut dapat dipindahkan ke sel
bakteri lain dengan mudah melalui transfer gen horizontal. Pada
biofilm, frekuensi transfer gen horizontal terjadi lebih tinggi
dibanding pada sel planktonik. Keterbatasan oksigen dan nutrisi di

dalam biofilm, terutama pada lapisan terdalam dapat menyebabkan
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laju metabolisme, pertumbuhan, dan pembelahan sel lebih lambat. Hal
ini menyebabkan bakteri lebih tidak sensitif terhadap antibiotik yang
menargetkan pembelahan sel. Antibiotik juga tidak dapat
mempengaruhi sel persister, yaitu subpopulasi sel dengan laju
pertumbuhan nol atau sangat lambat. Sel bakteri juga dapat
mengeluarkan toksin, termasuk antibiotik, keluar dari sel melalui

efflux pump (Rabin et al., 2015).

2.4.3 Uji Pembentukan Biofilm

2.4.3.1 Metode Tabung

Metode tabung merupakan metode kualitatif untuk mendeteksi
biofilm yang dilakukan dengan cara mengamati garis biofilm
yang terbentuk pada bagian dasar dan dinding tabung.
Pembentukan biofilm positif apabila terlihat garis pada dinding
tabung dan di dasar tabung. Jumlah biofilm yang terbentuk
dinilai dengan angka 1 apabila lemah/tidak terbentuk biofilm,
2 apabila sedang, dan 3 apabila kuat/tinggi (Kirmusaoglu,
2019).

2.4.3.2 Metode Congo Red Agar

Metode Congo Red Agar (CRA) termasuk metode deteksi
biofilm secara kualitatif dengan cara mengamati perubahan
warna pada koloni bakteri. Medium CRA terdiri dari brain
heart infusion broth 37 g/L, sukrosa 50 g/L, agar nomor 1 10
g/L, dan indikator Congo Red 8 g/L. Bakteri diinokulasikan
pada plate CRA dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24
jam dalam keadaan aerob. Koloni pembentuk biofilm ditandai
dengan koloni berwarna hitam dengan konsistensi Kristal
kering. Sedangkan koloni bukan penghasil biofilm ditandai

dengan warna pink atau merah (Kirmusaoglu, 2019).
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2.4.3.3 Metode Microtiter Plate (MtP)

Metode microtiter plate termasuk metode kuantitatif yang
merupakan baku emas dalam deteksi biofilm. Biofilm yang
terbentuk diukur melalui microplate reader (microELISA).
Metode ini dapat digunakan untuk skrining aktivitas agen
antibiofilm terhadap biofilm yang dihasilkan oleh bakteri.
Kontrol negatif yang berisi media digunakan sebagai blank.
Nilai OD blank digunakan untuk mengidentifikasi apakah
isolat menghasilkan biofilm. Apabila nilai OD isolate lebih
tinggi daripada nilai OD blank, maka isolate digolongkan
sebagai bakteri pembentuk biofilm (Kirmusaoglu, 2019).

2.4.3.4 Metode PCR

Metode PCR dapat dilakukan dengan real-time PCR,
conventional PCR, atau multiplex PCR. Metode ini dapat
mendeteksi apakah pada bakteri uji mengekspresikan biofilm-

associated gene (Kirmusaoglu, 2019).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari - Maret 2025 di Laboratorium

Taksa, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), Cibinong — Bogor, Jawa

Barat.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1

3.2.2

Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri,
labu Erlenmeyer, tabung reaksi, loop inokulasi, mikropipet, tusuk gigi,
hotplate dan magnetic stirrer, vortex mixer, microcentrifuge,
inkubator, thermal cycler, mikrotip, Bio-Rad Gel Doc™ EZ Imager,
Eppendorf tube, gel tray, sisir agar, electrophoresis chamber, power
supply, PCR plates 96-well, 96-well microplate flat-bottom,

microplate reader, labu evaporator 50 ml, corong pisah.

Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi biji dan
kulit buah kakao dari varietas kakao edel yang diambil dari
perkebunan Alas Sukses Estate Treblasala, di daerah Banyuwangi,
media Tryptone Soya Agar (TSA), DMSO, Nuclease Free Water
(NFW), master mix (GoTaq® Green Master Mix, 2X, Promega,
USA), Primer 27F dan 1492R, gel agarosa, VC 1kb DNA Ladder,
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GelRed, buffer Tri-Asetat-EDTA (TAE) 10X, Phosphate Buffered
Saline (PBYS), etil asetat, Crystal violet 0,1%, media Tryptone Soya
Broth (TSB), Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), Mueller
Hinton Agar (MHA), Mueller Hinton Broth (MHB).

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Endofit

3.3.2

Isolasi bakteri endofit dilakukan dengan metode cawan gores (streak
plate). Prinsip metode cawan gores yaitu mendapatkan koloni yang
benar-benar terpisah dari koloni yang lain, sehingga mempermudah
proses isolasi (Arini, 2016). Metode cawan gores menggunakan loop
ose dan menggoreskannya ke permukaan media agar dengan pola
tertentu (Mikdarullah dan Aditiya, 2017). Sampel dipreparasi dengan
mengambil bagian biji dan kulit buah kakao kemudian diletakkan
terpisah di dalam cawan petri yang kosong dan dibiarkan terlebih
dahulu selama 1-2 hari. Selanjutnya dilakukan proses pengenceran
berseri 107! sampai 10~ untuk biji dan kulit kakao. Setelah itu, hasil
pengenceran diinokulasikan ke masing-masing cawan petri berisi
media TSA dengan metode cawan gores (streak plate). Kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam. Dalam waktu 24 jam akan
tumbuh koloni campuran bakteri yang berbeda bentuk dan warna.
Koloni-koloni isolat bakteri yang tumbuh dari hasil isolasi kemudian
dilakukan pemurnian di media TSA dan dilakukan berulang hingga
diperoleh koloni bakteri murni yang tunggal (Mikdarullah dan
Aditiya, 2017).

Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA bakteri endofit dilakukan dengan metode boiling

menggunakan alat thermal cycler. Teknik boiling menggunakan

prinsip pemanasan suhu tinggi yang merusak permeabilitas dinding sel
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(Pratiwi dkk., 2023). Metode pemanasan ini dapat mengekstraksi DNA
bakteri yang memiliki struktur umum Gram positif dan Gram negatif
pada suhu tertentu dan terbukti efisien (Adhyatma dkk., 2020). Metode
boiling dengan thermal cycler pada penelitian ini dilakukan mengacu
pada metode Sulistiyani dan Lisdiyanti. (2016) dengan sedikit
modifikasi. Koloni tunggal dari isolat bakteri endofit murni pada
permukaan media padat diambil menggunakan tusuk gigi steril dan
disuspensikan ke dalam 20 pl natural free water (NFW). Suspensi
kemudian dispindown menggunakan alat microcentrifuge selama 30
detik dan dimasukkan ke dalam alat thermal cycler untuk menjalankan
program boiling selama 10 menit pada suhu 98 °C, bertujuan untuk

melisiskan sel dan memisahkan DNA dari protein.

Amplifikasi Gen 16S rRNA

Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) menggunakan alat thermal cycler. DNA
diamplifikasi menggunakan PCR kit GoTaq Green Master Mix 2x
(Promega, USA) dengan komposisi bahan dan tahapan kondisi PCR
dilakukan mengacu pada metode Sulistiyani dan Lisdiyanti. (2016)

dengan sedikit modifikasi.

Tabel 1. Komposisi bahan amplifikasi gen 16S rRNA

Bahan Jumlah
GoTaq Green Master Mix 2x 12,5 ul
Primer 27F (10 uM) 0,625 pl
(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
Primer 1492R (10 uM) 0,625 pul
(5’-GTTTACCTTGTTACGACTT-3")
DMSO 0,5 ul
Nuclease Free Water (NFW) 9,75 ul
Sampel DNA Tul
Total 25 ul
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Amplifikasi dilakukan dengan kondisi PCR yang dimulai dengan
denaturasi awal pada suhu 94°C selama 1 menit 30 detik kemudian
dilanjutkan dengan 35 siklus yang terdiri dari denaturasi pada suhu
98,5 °C selama 30 detik, penempelan (annealing) pada suhu 55 °C
selama 30 detik, dan pemanjangan (extension) pada suhu 72 °C selama
1 menit 30 detik. Setelah itu dilanjutkan dengan pemanjangan akhir

(final extension) pada suhu 72 °C selama 10 menit.

Elektroforesis Produk PCR

Proses elektroforesis dilakukan mengacu pada metode Juwita dkk.
(2024), dengan modifikasi. Elektroforesis menggunakan gel agarosa
1%. Gel agarosa dibuat dengan cara mencampurkan 1 gr agarosa, 49
ml aquades, dan 1 ml TAE buffer 1x yang dipanaskan hingga
mendidih. Agarosa dibiarkan hingga menjadi hangat dan ditambahkan
2,5 ul GelRed. Campuran agarosa dengan GelRed dituangkan pada
cetakan yang telah dipasangi sisir pembuat sumuran isolat. Gel agarosa
yang telah mengeras dimasukkan ke dalam chamber dan ditambahkan
TAE buffer 1% sampai gel terendam. Sebanyak 2,5 ul DNA ladder 1kb
dimasukkan ke dalam sumur pertama dan sebanyak 2,5 ul produk PCR
ditambahkan ke dalam sumur berikutnya. Kemudian elektroda
dihubungkan dengan power supply dengan tegangan 100 volt selama
25 menit. Gel agarosa divisualisasi menggunakan alat gel doc untuk
dapat melihat hasil pencitraan dengan sinar ultraviolet yang akan

divisualisasikan ke layar monitor dan didokumentasi.

Sekuensing Gen 16S rRNA

Sekuensing dilakukan untuk menentukan urutan nukleotida pada
fragmen DNA yang telah diamplifikasi dan divisualisasi menggunakan
mesin sekuensing DNA otomatis. Proses sekuensing dilakukan di PT

Genetika Science Indonesia. Produk PCR dikirim dengan dimasukkan
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ke PCR plates 96-well yang dilengkapi penutup. Beserta silica gel
dimasukkan ke dalam kotak dan ditutup rapat. Hasil sekuensing DNA
berupa urutan nukleotida gen 16S rRNA diolah menggunakan software
BioEdit menjadi format FASTA (Karamoy dkk., 2017). Sekuens yang
sudah diedit, selanjunya dianalisis menggunakan Basic Local
Alignment Tools (BLAST) di The National Center for Biotechnology
Information (NCBI) yang dapat diakses melalui situs
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. (Wullur, 2023). Hasil BLAST

akan menunjukkan kesamaan antara urutan nukleotida gen 16S rRNA

bakteri yang ada pada GenBank (Karamoy dkk., 2017).

Analisis Filogenetik

Pensejajaran ganda (multiple alignment) dari semua sekuens gen 16S
rRNA dilakukan dengan menggunakan Clustal-W pada perangkat
lunak Molecular Evolutionary Genetics Analysis versi ke-11
(MEGAL11). Multiple sequence alignment (MSA) dilakukan dengan
melibatkan sekuens gen 16S rRNA dan beberapa sekuens pembanding
dari GenBank di website NCBI yang memiliki kemiripan berdasarkan
hasil pencarian BLAST sebelumnya. Pohon filogenetik dikonstruksi
menggunakan metode statistik neighbor-joining dan model Maximum
Likelihood dengan bootstrap 500. Complete deletion dipilih untuk
mengatasi gap dalam pengolahan data (Maulida dan Lisa, 2024).

Kultur Mikroorganisme

Isolat bakteri endofit yang telah diidentifikasi dikultur kembali pada
media TSA atau NA (Himedia) dan diinkubasi pada suhu 37°C selama
24 jam (Ginting dkk., 2020). Isolat bakteri patogen yang digunakan
sebagai bakteri uji dikultur pada media MHA atau MHB untuk bakteri
dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24 jam (Rahman dkk., 2022).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Produksi Ekstrak Bakteri Endofit

Proses produksi ekstrak dari bakteri endofit dilakukan pada medium
cair. Bakteri endofit dikultur pada 50 ml medium cair TSB atau NB di
labu Erlenmeyer diinkubasi pada suhu 30 °C selama 72 jam. Medium
cair yang telah ditumbuhkan bakteri endofit ditambahkan etil asetat
perbandingan 1:1 v/v, kemudian dipindahkan ke dalam corong pisah
dan diekstraksi dengan cara dikocok kuat dan didiamkan hingga
terbentuk dua lapisan (ekstrak etil asetat dan air). Selanjutnya ekstrak
yang diperoleh diuapkan untuk memisahkan pelarutnya. Penguapan
dilakukan dengan membiarkan ekstrak selama 2 malam di dalam
lemari asam atau hingga pelarut habis menguap sehingga didapatkan
ekstrak kental bakteri dan digunakan untuk uji antibiofilm atau
disimpan pada suhu 4 °C. Saat akan digunakan, ekstrak dilarutkan
terlebih dahulu menggunakan larutan dimetilsulfoksida (DMSO) 50%.
DMSO dipilih sebagai pelarut didasarkan pada kemampuan DMSO
untuk melarutkan berbagai senyawa, khususnya peptide. Pelarut
DMSO tidak memiliki kemampuan menghambat bakteri dan mampu
melarutkan semua senyawa yang bersifat polar, non-polar, dan
semipolar sehingga pelarut ini merupakan pelarut ekstrak yang baik
karena tidak memberikan pengaruh dalam aktivitas penghambatan

bakteri (Rizki dkk., 2021).

Uji Penghambatan Pertumbuhan Biofilm

Pengujian dilakukan dengan menggunakan metode microtiter plate
(MtP). Pengujian mengacu pada Ulyah dkk. (2015) dengan beberapa
modifikasi. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Bakteri uji penghasil
biofilm diinokulasi ke dalam tabung reaksi kaca yang berisi medium
Mueller Hinton Broth (MHB) dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama
24 jam. Kultur cair E. coli disesuaikan dengan OD600 sebesar 1,0 atau
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setara dengan 5 x 10® CFU/ml. Sementara kultur cair S. aureus
disesuaikan dengan OD600 sebesar 0,4 atau setara dengan 2 x 10%
CFU/ml (Kim et al., 2015). Sebanyak 180 uL medium cair MHB dan
20 uL ekstrak uji dimasukkan ke dalam sumuran kolom 1. Sumuran
kolom 2 dan seterusnya diisi dengan 100 pL medium cair MHB.
Kemudian 100 pL cairan diambil dari kolom 1 dan dimasukkan ke
kolom 2, dan seterusnya untuk membuat delusi serial. Kemudian
sebanyak 10 ul suspensi bakteri uji ditambahkan ke dalam tiap sumur
yang berisi medium cair dan ekstrak uji. Selanjutnya 90 uL. media cair
ditambah 10 pL kultur overnight bakteri uji dimasukkan ke dalam
sumuran kontrol negatif. Sebanyak 90 uL media cair yang
mengandung antibiotik rifampicin dengan konsentrasi 0,2 mg/mL
ditambah 10 pL kultur overnight bakteri uji dimasukkan ke dalam
sumuran kontrol positif. 100 pL media cair yang mengandung DMSO
50% dimasukkan ke dalam sumuran kontrol pelarut. 100 uL medium

cair MHB dimasukkan ke dalam sumuran kontrol media.

Mikroplat ditutup dan diinkubasi selama 24 - 48 jam pada suhu 37 °C.
Setelah inkubasi, isi sumuran dibuang secara hati-hati dengan bantuan
mikropipet multichannel tanpa menyentuh bagian dinding atau dasar
mikropipet kemudian dicuci dengan 200 pL. PBS sebanyak 2 kali dan
dikeringkan. Setelah mikroplat kering, sebanyak 125 pl pewarna
kristal violet 0,1% dimasukkan ke dalam setiap sumuran supaya
biomassa biofilm terwarnai dan diinkubasi pada suhu kamar selama
10-15 menit. Isi mikroplat dicuci menggunakan PBS steril sebanyak 3-
4 kali untuk menghilangkan sel yang terwarnai tetapi tidak menempel
pada mikroplat. Mikroplat dibiarkan mengering pada suhu ruang.
Sebanyak 125 pl etanol absolut dimasukkan ke dalam tiap sumuran
mikroplat untuk melarutkan kristal violet dan diinkubasi pada suhu
ruang selama 10-15 menit. Mikroplat diamati menggunakan alat
microplate reader pada panjang gelombang 595 nm. Penghambatan
pertumbuhan biofilm dihitung menggunakan rumus di bawah ini

berdasarkan Kining dkk. (2025).
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% Penghambatan pertumbuhan biofilm = ODy,— OD,;; > 100 %
ODkn

Keterangan:
ODy» = Optical Density kontrol
OD,;;= Optical Density uji

3.3.10 Uji Penghancuran Biofilm

Pengujian dilakukan dengan menggunakan metode microtiter plate
(MtP). Pengujian mengacu pada metode Ramage et al. (2002) dengan
beberapa modifikasi. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu Escherichia coli dan Staphylococcus aureus. Bakteri uji
penghasil biofilm diinokulasi ke dalam tabung reaksi kaca yang berisi
medium Mueller Hinton Broth (MHB) dan diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Kultur cair E. coli disesuaikan dengan OD600 sebesar
1,0 atau setara dengan 5 x 10® CFU/ml. Sementara kultur cair S. aureus
disesuaikan dengan OD600 sebesar 0,4 atau setara dengan 2 x 10°
CFU/ml (Kim et al., 2015). Suspensi bakteri uji ditumbuhkan dalam
mikroplat dalam media MHB selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah
inkubasi, supernatant dan sel planktonik dibuang secara hati-hati,
kemudian dicuci dengan 200 pLL PBS sebanyak 3 kali. Dengan
menggunakan mikroplat yang lain, delusi serial senyawa uji dibuat.
Sebanyak 100 L medium cair MHB yang telah berisi konsentrasi
senyawa uji ditambahkan ke tiap sumuran mikroplat yang telah
ditumbuhi biofilm dan diinkubasi pada suhu 37° C selama 24 jam.
Setelah inkubasi, larutan medium dibuang dan plate kemudian dicuci

dengan 200 pL PBS sebanyak 3 kali.

Setelah mikroplat kering, sebanyak 125 ul pewarna kristal violet 0,1%
dimasukkan ke dalam setiap sumuran supaya biomassa biofilm
terwarnai dan diinkubasi pada suhu kamar selama 10-15 menit. Isi

mikroplat dicuci menggunakan PBS steril sebanyak 3-4 kali untuk
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menghilangkan sel yang terwarnai tetapi tidak menempel pada
mikroplat. Mikroplat dibiarkan mengering pada suhu ruang. Sebanyak
125 ul etanol absolut dimasukkan ke dalam tiap sumuran mikroplat
untuk melarutkan kristal violet dan diinkubasi pada suhu ruang selama
10-15 menit. Mikroplat diamati menggunakan alat microplate reader
pada panjang gelombang 595 nm. Penghancuran biofilm dihitung
menggunakan rumus di bawah ini berdasarkan Kining dkk. (2025).

% Penghancuran biofilm = ODy,— ODy;i *x 100 %

ODi»

Keterangan:
ODi» = Optical Density kontrol
OD,;i= Optical Density uji
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Isolat Bakteri Endofit
Identifikasi Bakteri Uji Antibiofilm
Metode Molekuler Metode Microtiter Plate (MtP)
Isolasi dan Pemurnian Kultur Bakteri Uji
Bakteri Endofit
Produksi Ekstrak Bakteri Endofit
Ekstraksi DNA
Amplifikasi DNA Uji Penghambatan Biofilm
Elektroforesis Uji Penghancuran Biofilm
Sekuensing DNA

Analisis Filogenetik

Gambar 2. Diagram alir tahapan penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

1.

Berdasarkan analisis molekuler gen 16S rRNA, 12 isolat bakteri endofit
yang diperoleh dari buah kakao berhasil diidentifikasi, isolat K-01
identik dengan spesies Cronobacter sakazakii, isolat K-02 dan K-13
identik dengan spesies Enterobacter cloacae, isolat K-03 identik dengan
spesies Pantoea dispersa, isolat K-08 identik dengan spesies Priestia
aryabhattai, isolat K-10 identik dengan spesies K/ebsiella sp, isolat K-
11, K-16, dan K-17 identik dengan spesies Enterobacter asburiae, isolat
K-19 identik dengan spesies Acinetobacter populi, isolat K-25 identik
dengan spesies Bacillus pseudomycoides, dan K-29 identik dengan
spesies Bacillus amyloliquefaciens.

Berdasarkan uji aktivitas antibiofilm, ekstrak isolat K-03, K-11, dan K-
19 tidak menunjukkan aktivitas dalam menghambat pembentukan biofilm
E. coli dan S. aureus. Namun, pada uji penghancuran biofilm, ekstrak
isolat K-03 dan K-11 mampu menghancurkan biofilm E. coli pada
beberapa konsentrasi tertentu, meskipun aktivitasnya tidak linier terhadap
konsentrasi. Sedangkan ekstrak isolat K-19 tidak memiliki kemampuan
dalam menghancurkan biofilm E. coli. Sementara itu, ketiga ekstrak
isolat (K-03, K-11, dan K-19) menunjukkan aktivitas dalam
menghancurkan biofilm S. aureus pada beberapa konsentrasi tertentu,
meskipun aktivitasnya tidak konsisten dan tidak linier terhadap
peningkatan konsentrasi. Beberapa isolat bakteri endofit dari buah kakao,
khususnya K-03 dan K-11, memiliki potensi sebagai agen antibiofilm

terhadap biofilm E. coli dan S. aureus pada konsentrasi tertentu.
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5.2 Saran

1.

Diperlukan penelitian lanjutan untuk mengoptimalkan konsentrasi
ekstrak bakteri endofit, khususnya isolat K-03 dan K-11, agar aktivitas
antibiofilm yang dihasilkan menjadi lebih konsisten dan efektif terhadap
biofilm Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.

Diperlukan penelitian lanjutan mengenai analisis senyawa aktif yang

terkandung dalam ekstrak bakteri endofit.

. Perlu dilakukan kajian lebih lanjut mengenai mekanisme kerja

antibiofilm dari ekstrak isolat potensial sebagai dasar pengembangan
agen antibiofilm untuk aplikasi di bidang medis, pangan, maupun

pertanian.

. Bagi peneliti selanjutnya dapat melakukan penelitian terkait potensi

ekstrak bakteri endofit buah kakao sebagai agen hayati untuk pemacu

pertumbuhan tanaman dan pengendalian penyakit pada tanaman.
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