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ABSTRACT

Isolation and Characterization of Actinomycetes Pro-
ducing Antibacterial Compound into Enteropatogenik
Escherichia coli K1.1, Pseudomonas pseudomallei 02 05
and Listeria monocytogenes 5407. Dwi N. Susilowati,
Ratih D. Hastuti, and Erny Yuniarti. The resistance of
bacterial pathogens to some antibacterial agents and side
effects of the antibacterial usage demanded discovery of
new effective, safe, and active antibacterial compounds.
Some pathogenic bacteria, such as enteropathogen Esche-
richia coli (EPEC) that cause diarrhoea on children and
infants, Pseudomonas pseudomallei that cause melioidosis
on human and animal, and Listeria monocytogenes that
cause listeriosis on newly born babies mortality and death of
pregnant woman. Actinomycetes is the largest bacterial
group that produce antibiotics. More than 10,000 anti-
bacterial compounds had been discovered, two-third of
them were produced by this bacterial group. A study was
done to isolate and characterize Actinomycetes producing
antibacterial compounds effective against EPEC K1.1 and P.
pseudomallei 02 05. Soil samples were taken from 39
locations in Indonesia and 115 actinomycetes isolates were
obtained. Two of the isolates, i.e., isolate A3.5 that was
effective against P. pseudomallei 02 05 and isolate F6.1 that
was effective against EPEC K1.1 evaluated further. The
isolate A3.5 had an optimum time 72 hours to produce anti-
bacterial compound, while F6.1 took 96 hours. The anti-
bacterial compounds produced by both isolates were dis-
solve in the a 70% ethyl acetate solution, but not in a 40°C
warm methanol solution because it is very dissolved. The
antibacterial compound extracted from the isolate A3.5 had
a similar effectiveness to antibiotics bacithracyn 10 unit and
neomycin 30 wug. On the other hand, the antibacterial
compound extracted from isolate F6.1 had a similar effectiv-
eness to antibiotics colistin 10 ug and doxyciclin 30 ug.
Further identification of the isolates suggested that both of
them belongs to the genera Streptormyces.

Key words: Actinomycetes, antibacterial compound, Esche-
richia coli K1.1, Pseudomonas pseudomallei 02
05, Listeria monocytogenes 5407.
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PENDAHULUAN

Kebutuhan antibiotik baru masih sangat tinggi,
terutama yang efektif melawan mikroba patogen yang
resisten terhadap beberapa jenis antibiotik. Antibiotik
mempunyai nilai ekonomi tinggi dibidang kesehatan,
karena kegunaannya untuk mengobati berbagai jenis
penyakit infeksi. Usaha memodifikasi antibiotik yang
sudah ada guna mendapatkan senyawa turunan anti-
biotik baru telah dilakukan, namun kenyataannya
mikroorganisme memiliki kemampuan untuk bermu-
tasi, sehingga memiliki mekanisme resistensi terhadap
turunan antibiotik tersebut (Suwandi 1993).

Beberapa bakteri patogen yang memperlihatkan
fenomena tersebut di antaranya adalah enteropatogen
Escherichia coli, Pseudomonas pseudomallei, dan
Listeria monocytogenes. Enteropatogen E. coli merupa-
kan salah satu dari 6 serotipe E. coli yang dapat me-
nyebabkan diare, terutama pada bayi dan anak-anak.
P. pseudomallei menyebabkan melioidosis pada ma-
nusia dan hewan; sedangkan L. monocytogenes me-
nyebabkan listeriosis pada janin, bayi baru lahir, dan
ibu hamil yang dapat mengakibatkan keguguran kan-
dungan atau kematian bayi (Yuniarti 2003, Ramli dan
Pamoentjak 1997, Gibbon 1972).

Aktinomisetes dikenal sebagai bakteri penghasil
antibiotik, karena lebih dari 10.000 antibiotik yang te-
lah ditemukan, dua pertiganya dihasilkan oleh bakteri
ini (Miyadoh dan Misa 2004). Sebagai penghasil senya-
wa antibiotik, aktinomisetes banyak digunakan dalam
industri obat, pakan ternak atau unggas, pengawetan
makanan, pertanian, dan perikanan (Ryandini 2001).

Menurut Strobel (2002, 2003) aktinomisetes, khu-
susnya genus Streptomyces juga merupakan mikroba
endofitik yang menjanjikan sebagai penghasil antibio-
tik. Akhir-akhir ini, telah ditemukan strain Streptomy-
ces endofitik penghasil antibiotik pertama dari jenis
munumbicin yang diisolasi dari tanaman obat snake
vine (Kennedia nigricans) yang digunakan oleh suku
aborigin Australia untuk mengobati dan membalut
luka pendarahan (Castillo et al. 2002).
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Penelitian ini bertujuan untuk (1) mendapatkan
sejumlah isolat aktinomisetes asal Indonesia penghasil
antibakteri terhadap bakteri enteropatogen E. coli K1.1,
P. pseudomallei 02 05, dan L. monocytogenes 5407,
(2) mendapatkan informasi umur kultur dan pelarut
senyawa aktif antibakteri tertentu yang memberikan
daya hambat maksimum terhadap pertumbuhan ke-
tiga bakteri patogen tersebut, dan (3) mengkarak-
terisasi isolat aktinomisetes terpilih.

BAHAN DAN METODE
Pengambilan Sampel Tanah

Sampel tanah diambil dari berbagai daerah di
Indonesia, di antaranya dari Lembang (pertanaman
kresmen, terung-terungan, dan benalu api), Malang
(pertanaman jagung dan rerumputan), Bandung,
Banten, Temanggung (pertanaman tembakau Kem-
laka), dan Medan (pertanaman markisa, pisang, kubis,
kopi, kentang, pertanian organik), Makasar (pertanam-
an jali-jali dan jati), Purworejo (pertanaman padi sa-
wah), Nganjuk (pertanaman bawang merah), serta
NTT dan Karawang, masing-masing diambil dari tanah
dengan kedalaman 20 cm dari atas permukaan tanah.

Isolasi, Pemurnian, dan Penyimpanan
Aktinomisetes Asal Tanah

Isolasi aktinomisetes dilakukan dengan menggu-
nakan metode SDS-YE dari Hayakawa dan Nonomura
(1989). Masing-masing sampel tanah dikeringkan de-
ngan cara diangin-anginkan selama 4 sampai 6 hari,
kemudian digerus dan disaring dengan saringan no-
mor 3-5 mm untuk memisahkan kotoran yang ber-
ukuran besar dan membuat sampel homogen. Selan-
jutnya 1 g tanah diambil, disuspensikan dalam 10 ml
air steril, divorteks selama 2 menit, dan dibiarkan se-
lama 1 menit. Kemudian 1 ml suspensi ini dimasukkan
ke dalam 9 ml larutan sodium dodecil sulfat (SDS)
0,05% yeast extract 6% dalam bufer fosfat (5 mM, pH
7,0). Setelah itu, suspensi dipanaskan di dalam water
bath bersuhu 40°C selama 20 menit sambil dikocok
setiap 5 menit. Pemanasan dimaksudkan untuk mem-
bunuh bakteri Gram negatif. Selanjutnya, 1 ml suspensi
tersebut diambil dan diencerkan dengan 9 ml air steril,
lalu dibuat enceran 3-5 kali konsentrasi awal. Suspensi
tanah dari eceran ke-4 dan ke-5 disebarkan pada me-
dium humic acid vitamine agar (HVA) (0,1% humic
acid; 0,002% CaCOs; 0,001% FeSO,; 0,171% KCI; 0,005%
MgSO,.7H,0; 0,05% Na,HPO,; 2% agar bacto, ditambah
cycloheximide 0,05 mg/ml dan vitamin B; pH 7,2), se-
cara duplo, dan diinkubasi pada suhu 28°C selama
satu minggu.
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Koloni aktinomisetes yang tumbuh diambil dan
dipindahkan satu per satu ke media yeast starch agar
(YSA) (0,2% yeast extract; 1% soluble starch, 2% agar
bacto; pH 7,3). Pemurnian lanjut dilakukan pada
media yeast exstract-malt extract agar (0,4% yeast
extract; 1% malt extract; 0,4% dextrose, 2% agar bacto;
pH 7,3). Penyimpanan isolat dilakukan pada media
YSA miring dan sebagai kultur stok dan kultur kerja.
Penyimpanan jangka panjang isolat aktinomisetes dila-
kukan dengan metode liquid drying dengan media
krioprotektif yang komposisinya terdiri atas ribitol atau
adenitol 1,5 g; bufer fosfat pH 7,2 100 ml, dan mono-
sodium glutamat 3 g.

Skrining Aktivitas Antibakteri terhadap
Enteropatogen E. coli K1.1, P. pseudomallei 02 05,
dan L. monocytogenes 5407

Aktivitas antibakteri isolat aktinomisetes diuji
menggunakan metode difusi menurut Besson ef al.
(1978). Mula-mula isolat aktinomisetes diinokulasikan
ke dalam 20 ml medium soybean meal cair (2%
soluble starch; 1% glukosa; 0,3% CaCO,.2H,0; 1,5%
soybean meal; pH 7,0) dan diinkubasi pada suhu 28°C
di atas mesin goyang (shaker) selama 5 hari. Pertum-
buhan bakteri ditandai dengan terbentuknya granul-
granul kecil atau besar, serta perubahan warna dan
kekentalan media. Kemudian, kultur aktinomisetes
disentrifugasi menggunakan sentrifus Hitachi Himac
dengan kecepatan 15.000 rpm dan suhu 4°C selama 30
menit, untuk memisahkan senyawa antibakteri yang
disekresikan ke dalam media. Supernatan diambil dan
dipindahkan ke dalam tabung eppendorf, lalu difiltrasi
dengan filter millipore 0,2 um untuk sterilisasi. Filtrat
yang diperoleh disimpan di dalam kulkas bersuhu 4°C
untuk diuji lebih lanjut. Selanjutnya, 20 ml media NA
yang telah dicairkan dengan kondisi hangat (50-55°C
ditambah dengan 200 ul suspensi kultur bakteri pato-
gen E. coli K1.1 (koleksi IPB asal feses bayi penderita
diare), P. pseudomallei 02 05 (koleksi Balitvet), dan L.
monocytogenes 5407 (koleksi Balitvet) yang telah di-
tumbuhkan pada media nutrient broth (NB) atau Luria
Bertani (LB) cair (1% NacCl, 0,5% yeast extract, 1% tryp-
ton, pH 7,5) dan kerapatannya ditetapkan +107 sel/ml.
Campuran tersebut dikocok merata dan dituangkan ke
cawan petri steril. Selanjutnya disiapkan potongan ker-
tas saring Whatman steril (paper discs) dengan diame-
ter 6 mm. Potongan kertas saring dicelupkan pada fil-
trat dari kultur suatu isolat aktinomisetes yang ber-
umur 5 hari, kemudian dengan menggunakan pinset
steril dipindahkan ke atas kultur, dua potong kertas
filter/cawan. Selanjutnya kultur diinkubasikan pada
suhu 30°C selama 3-5 hari dan diameter zona hambat
filtrat terhadap kultur bakteri diukur.
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Penentuan Waktu Optimum Produksi
Senyawa Antibakteri

Sampel filtrat aktinomisetes diambil dari kultur
aktinomisetes A3.5 dan F6.1 yang diinkubasi pada me-
dium soybean meal cair, masing-masing selama 24,
48, 72, 96, dan 120 jam. Selanjutnya, filtrat masing-
masing kultur diuji aktivitas antibakterinya terhadap
enteropatogen E. coli K1.1, P. pseudomallei 02 05, dan
L. monocytogenes 5407. menggunakan teknik peng-
amatan zona hambat menurut Besson et al. (1978).
Filtrat dari kultur isolat aktinomisetes dengan umur ter-
tentu yang menimbulkan zona hambat tertinggi dalam
waktu tertentu ditetapkan sebagai waktu optimum
produksi senyawa antibakteri. Pengujian dilakukan
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan
tiga ulangan. Pengamatan percobaan dilakukan de-
ngan pengukuran zona hambat pertumbuhan (mm)
bakteri patogen oleh filtrat aktinomisetes. Waktu opti-
mum produksi senyawa antibakteri dinilai berdasar-
kan diameter zona hambat terbesar yang dihasilkan
oleh filtrat asal isolat aktinomisetes dengan umur ter-
tentu.

Preparasi dan Ekstraksi Senyawa Antibakteri

Satu ose kultur isolat aktinomisetes ditumbuhkan
di dalam 50 ml medium soybean meal cair, digoyang
dengan shaker selama waktu optimum produksi se-
nyawa antibakteri berdasarkan hasil penelitian terse-
but di atas. Selanjutnya, kultur disentrifugasi dengan
kecepatan 15.000 rpm, pada suhu 4°C selama 30 me-
nit, untuk memisahkan senyawa antibakteri yang di-
sekresikan ke dalam media tumbuhnya. Supernatan
yang diperoleh difiltrasi dengan filter millipore 0,2 pm
dan filtrat yang diperoleh dibekukan dengan meren-
dam di dalam es kering yang telah ditambah alkohol
95%. Setelah itu, dilakukan proses pengeringan selama
30 jam menggunakan alat pengering beku (freeze
dryer) Labconco. Filtrat yang telah dikeringkan dieks-
traksi secara terpisah dengan pelarut berbeda, yaitu
metanol, metanol hangat bersuhu 40°C, dan etil asetat,
kemudian dikocok dan dibiarkan selama 2 jam, lalu
diuapkan selama 10 menit agar tidak tertinggal di da-
lam larutan. Hasilnya diuji kembali dengan kultur bak-
teri patogen enteropatogen E. coli K1.1, P. pseudo-
mallei 02 05, dan L. monocytogenes 5407 dengan tek-

nik pengamatan zona hambat menggunakan enceran
filtrat 1:1,1:2,1:4,1:8,dan 1: 16 (pelarut organik :
filtrat senyawa antibakteri).

Karakterisasi Morfologi dan Kemotaksonomi Isolat
Aktinomisetes Unggul Penghasil
Senyawa Antibakteri

Karakterisasi ciri-ciri aktinomisetes diuji menggu-
nakan metode standar menurut Miyadoh (2001) yang
meliputi karakterisasi morfologi dan kemotaksonomi.
Karakterisasi morfologi isolat unggul aktinomisetes
A3.5 dan F6.1 dilakukan dengan mengamati koloni
dengan mata telanjang dan menggunakan mikroskop.
Medium padat yang digunakan ialah medium yeast
starch agar (YSA) (Miyadoh 2001). Mula-mula, koloni
aktinomisetes yang sudah tumbuh dengan baik di-
amati dengan mata telanjang, kemudian diamati mor-
fologinya dengan menggunakan mikroskop secara de-
til. Kriteria penting yang diamati adalah ciri-ciri hifa,
miselium, spora, rantai spora, dan kantong spora (spo-
rangium). Pada umumnya, genus Streptomyces tum-
buh subur dan membentuk banyak sekali hifa. Karak-
terisasi kemotaksonomi dilakukan dengan teknik
Miyadoh (2001) berdasarkan analisis kandungan dia-
minopimelic acid (A,pm atau DAP). Mula-mula sel
bakteri yang diuji didegradasi dengan HCl 6N pada
suhu 100°C semalam, kemudian diaplikasikan ke TLC
selulosa. Jika LL-A,pm dapat dideteksi, maka dapat di-
pastikan bahwa biakan tersebut tergolong genus Strep-
tomyces. Jika terdeteksi meso-A,pm, maka isolat bak-
teri digolongkan ke dalam genus non-streptomyces
(Tabel 1).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolat Aktinomisetes yang Memiliki Aktivitas
Antibakteri terhadap Enteropatogen E. coli K1.1,
P. pseudomallei 02 05, dan L. monocytogenes 5407

Hasil isolasi dari sampel tanah yang diambil dari
39 lokasi di Indonesia memperoleh sebanyak 115
isolat aktinomisetes. Seleksi aktivitas antibakterialnya
terhadap enteropatogen E. coli K1.1, P. pseudomallei
02 05, dan L. monocytogenes 5407 berdasarkan peng-
amatan diameter zona hambat di sekitar filtrat aktino-
misetes mendapatkan 40 isolat aktinomisetes yang

Tabel 1. Pengelompokan tipe dinding sel aktinomisetes berdasarkan kandungan senyawa kimianya

(Miyadoh 2001).

Tipe LL-Azpm

Meso-Azpm Glisin  Galaktosa Arabinosa Perkiraan genus

| + - +
1 - + +
1
\Y - +

+

Streptomyces
Micromonospora, Actinoplanes
- Actinomadura
+ Nocardia
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berpotensi sebagai agensia penghasil senyawa anti-
bakteri. Isolat-isolat ini terdiri atas 19 isolat yang meng-
hambat pertumbuhan enteropatogen E. coli K1.1 dan
21 isolat yang menghambat pertumbuhan P. pseudo-
mallei 02 05. Pada penelitian ini tidak diperoleh isolat
aktinomisetes yang menghambat pertumbuhan L.
monocytogenes 5407 (Tabel 2).

Berdasarkan besarnya diameter zona hambat,
maka dari 40 isolat yang diuji, dipilih dua isolat unggul
yang menghasilkan diameter zona hambat paling be-
sar, yaitu isolat A3.5 dengan diameter 11,5 mm dan
isolat F6.1 dengan diameter 11 mm (Tabel 3). Kedua
isolat tersebut selanjutnya digunakan sebagai kandidat
penghasil agensia antibakteri untuk penentuan waktu
optimum produksi senyawa antibakteri terhadap
enteropatogen E. coli K1.1 dan P. pseudomallei 02 05.

Waktu Optimum Produksi Senyawa Antibakteri

Hasil percobaan yang diukur berdasarkan diame-
ter zona hambatnya (mm) dengan tiga kali pengulang-
an menunjukkan bahwa diameter zona hambat yang
semakin besar menunjukkan terjadinya penghambat-
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an pertumbuhan bakteri patogen. Penghambatan ini
diasumsikan akibat adanya senyawa antibakteri pada
media yang disekresikan oleh aktinomisetes. Semakin
banyak senyawa antibakteri yang disekresikan ke me-
dia, semakin besar diameter zona hambatnya (Tabel 4
dan Gambar 1). Diameter zona hambat yang ditim-
bulkan oleh filtrat isolat A3.5 terhadap P. pseudomallei
5407 pada kultur umur 24 jam dan 72 jam setelah
inkubasi mengalami peningkatan, kemudian menurun
kembali pada kultur umur 72 dan 120 jam. Hal ini
mengindikasikan bahwa kultur umur 72 jam (hari ke-
3) menghasilkan senyawa antibakteri terhadap bakteri
P. pseudomallei 5407 tertinggi dan optimum.

Hasil analisis sidik ragam menunjukkan bahwa
filtrat kultur isolat A3.5 yang diinkubasi 72 dan diuji
terhadap bakteri P. pseudomallei 02 05 menimbulkan
zona hambat yang tertinggi dan berbeda nyata dengan
diameter zona hambat yang ditimbulkan oleh (filtrat
kultur isolat A3.5 yang diinkubasi selama 24, 48, 96,
dan 120 jam (Tabel 4). Zona hambat filtrat kultur isolat
aktinomisetes F6.1 yang diinkubasi 24 hingga 96 jam
terhadap enteropatogen E. coli K1.1 cenderung me-

Tabel 2. Jumlah dan distribusi 40 isolat aktinomisetes penghasil senyawa antibakteri (antagonis)
terhadap E. coli K1.1, L. monocytogenes 5407, dan P. pseudomallei 02 05 yang
dikoleksi dari beberapa wilayah di Indonesia.

Jumlah isolat antagonis terhadap

Asal isolat

P. pseudomallei 02 05

E. coli L. monocytogenes
K1.1 5407

Lembang, Jawa Barat

Malang, Jawa Timur

Serang, Banten

Temanggung, Jawa Tengah
Brastagi, Sumatera Utara
Maros, Sulawesi Selatan
Kupang, Nusa Tenggara Timur
Karawang, Jawa Barat

ORFRPOFRPRWELN
PNRPOOWNM
[eNeoNoNoNoloNoNa]

Tabel 3. Karakteristik dua isolat aktinomisetes unggul A3.5 dan F6.1 yang merupakan kandidat agensia penghasil senyawa antibakteri

terhadap enteropatogen E. coli dan P. pseudomallei.

Diameter zona hambat (mm) terhadap

Kode Asal Ekosistem Visual (warna koloni)

E. coli K1.1 P. pseudomallei 5407
A3.5 Lembang, Jawa Barat Tanah, tanaman terung-terungan Putih menjadi hitam - 11,5
F6.1  Brastagi, Medan Tanah pertanian organik Putih menjadi abu-abu 11 -

Tabel 4. Pengaruh waktu inkubasi kultur isolat aktinomisetes A3.5 dan
F6.1 terhadap diameter zona hambat (mm) pada biakan E. coli
K1.1 dan P. pseudomallei 5407.

Diameter zona hambat (mm) pada waktu (Jam)

Kode

24 48
A3.5 9,00b 9,67b
F6.1 6,93c 9,00b

72 96 120
12,00a 10,17b 9,33b
9,50b 11,33a 9,00b

Angka-angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda
pada taraf nyata 5% menurut uji beda nyata Duncan.
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Gambar 1. Perkembangan aktivitas antibakteri isolat aktinomisetes A3.5 terhadap P. pseudomallei
02 05 dan isolat F6.1 terhadap enteropatogen E. coli K1.1 selama masa pertumbuhan

hingga 120 jam.

ningkat, sedangkan pada filtrat kultur yang diinkubasi
96 dan 120 jam menurun. Dengan demikian, isolat
aktinomisetes F6.1 mensekresikan senyawa antibak-
teri optimum pada kultur umur 96 jam (hari ke-4 inku-
basi). Rata-rata diameter zona hambat filtrat isolat F6.1
umur 96 jam berbeda nyata dengan diameter zona
hambat filtrat isolat F6.1 umur 24, 48, 72, dan 120 jam
(Tabel 4). Penampakan zona hambat sangat ditentu-
kan oleh pertumbuhan dan sensitivitas bakteri indika-
tor, serta kecepatan difusi senyawa antibiotik di dalam
media agar, tidak oleh konsentrasi senyawa antibiotik.

Waktu inkubasi optimal bagi isolat A3.5 untuk
mensekresikan senyawa antibakteri ke media tum-
buhnya sesuai dengan hasil penelitian Zulfarina (1998)
yang melaporkan bahwa isolat Strepfomyces sp. Meng-
hasilkan zona bening 2-3 hari setelah ditumbuhkan
pada media tumbuhnya. Umur optimum kultur isolat
A3.5 untuk menghasilkan senyawa antibakteri terhdap
P. pseudomallei 5407 (72 jam) jauh lebih cepat diban-
dingkan dengan isolat F6.1 untuk menghambat entero-
patogen E. coli K1.1 (96 jam).

Isolat aktinomisetes A3.5 dan F6.1 menghasilkan
senyawa antibakteri secara optimum masing-masing
setelah diinkubasi selama 72 jam dan 96 jam pada me-
dium soybean meal cair. Hal ini sejalan dengan per-
nyataan Pelczar et al. (1986), bahwa metabolit sekun-
der (antibiotik, vitamin, dan hormon) dihasilkan oleh
mikroorganisme pada akhir fase stasioner pertum-
buhannya.

Preparasi dan Ekstraksi Senyawa Antibakteri

Berdasarkan hasil penelitian waktu optimum
inkubasi di atas, periode inkubasi optimal untuk men-
sekresikan senyawa antibakteri pada isolat A3.5 ada-
lah 72 jam dan pada isolat F6.1 96 jam. Oleh karena
itu, ekstraksi senyawa antibakteri juga dilakukan dari
kultur yang diinkubasi dengan periode waktu tersebut.

Menurut Harborne (1996), untuk memperoleh ekstrak
yang mengandung senyawa non-polar dapat diguna-
kan pelarut yang sifatnya non-polar seperti etil asetat.
Kelebihan pelarut ini adalah bersifat spesifik untuk
senyawa non-polar. Metanol bersifat polar, sehingga
pelarut ini lebih spesifik untuk senyawa yang polar. Etil
asetat dapat melarutkan air hingga 3% dan memiliki
kelarutan 8% di dalam air pada suhu ruang.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa
antibakteri asal filtrat kultur isolat A3.5 atau F6.1 yang
diekstrak dengan etil asetat 70% tidak menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli K1.1 dan P. pseudomallei
02 05. Hal ini diduga karena etil asetat 70% tidak dapat
menarik senyawa antibakteri dari dalam filtrat, atau
kemungkinan karena senyawa antibakterinya bersifat
polar. Pada filtrat yang dilarutkan dengan metanol
70%, zona hambat yang dihasilkan sangat kecil,
hampir tidak terlihat, sedangkan filtrat yang diekstraksi
dengan metanol hangat (40°C) menghasilkan zona
hambat yang besar (Gambar 2). Filtrat kultur isolat
A3.5 menghasilkan zona hambat dengan diameter 18,3
mm, sedangkan filtrat kultur isolat F6.1 dengan diame-
ter 11,6 mm (Tabel 5). Dengan demikian, metanol ha-
ngat (40°C) merupakan pelarut yang paling sesuai un-
tuk mengekstraksi senyawa antibakteri dari kedua kul-
tur isolat tersebut. Hal ini juga menunjukkan bahwa
senyawa antibakteri dari kedua isolat aktinomisetes
bukan senyawa non-polar, tetapi senyawa polar yang
hanya larut pada kondisi hangat (metanol 40°C). Meta-
nol merupakan senyawa alkohol yang paling seder-
hana, sehingga sangat mudah larut dalam air.

Hasil penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian
Byung (2001) yang menunjukkan bahwa senyawa
antibakteri dari kultur Streptomyces sp. strain S5-55
yang diekstraksi dengan metanol menghasilkan senya-
wa bioaktif yang mempunyai aktivitas cukup tinggi
dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen.
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Dalam kaitannya dengan ini, Bhattacharyya et al.
(1998) telah berhasil mengekstraksi senyawa antibio-
tik dari kelompok ester nonaromatik yang memiliki
gugus karbonil dan lebih dari satu gugus metil dan etil
dari strain Streptomyces hygroscopicus D1.5.

Ekstrak senyawa antibakteri dari isolat A3.5 me-
miliki keefektifan yang hampir sama dengan bacitracin
10 unit dan neomicin 30 ug dalam menghambat per-
tumbuhan P. pseudomallei 02 05. Di lain pihak, ekstrak
senyawa antibakteri dari isolat F6.1 memiliki keefektif-
an hampir sama dengan antibiotik colistin 10 ug dan
doxyciclin 30 ug dalam menghambat enteropatogen E.
coli K1.1 (Tabel 5).

Pada pelarut metanol hangat 40°C, senyawa anti-
bakteri dari isolat aktinomisetes A3.5 dengan enceran

VoL 3,No. 1

1 : 1 memberikan zona hambat paling besar terhadap
P. pseudomallei 02 05 (18,3 mm) dan berbeda nyata
denganenceran1:2;1:4;1:8,dan1:16. Enceran1:
4 memberikan zona hambat yang tidak berbeda nyata
dengan enceran 1 : 2. Pada filtrat isolat F6.1 yang di-
ekstraksi dengan metanol hangat, enceran 1 : 1 me-
nimbulkan zona hambat paling besar (11,6 mm) ter-
hadap E. coli K1.1 dan berbeda nyata dengan enceran
1:2;1:4;1:8,dan 1: 16. Enceran 1 : 4 menghasilkan
zona hambat yang berbeda nyata dengan yang diha-
silkan enceran 1 : 2 (Tabel 6). Menurut Omura (1992),
suatu senyawa antibakteri dikatakan memiliki aktivitas
tinggi, jika konsentrasi hambat minimum (KHM) ter-
jadi pada kadar antibiotik yang rendah, tetapi mem-
punyai daya bunuh atau daya hambat yang besar.

|—— 10cm

Gambar 2. Hasil uji pengaruh senyawa antibakteri dari isolat A3.5 dan F6.1 yang
diekstraksi dengan metanol hangat (40°C) terhadap bakteri patogen. Ekstrak
filtrat kultur isolat A3.5 diuji terhadap P. pseudomallei 02 05, sedangkan
ekstrak filtrat isolat F6.1 diuji terhadap E. coli K1.1. Tanda panah menunjuk-
kan zona hambat pertumbuhan bakteri.

Tabel 5. Diameter zona hambat (mm) yang ditimbulkan oleh filtrat kultur isolat A3.5 dan F6.1
yang diekstraksi dengan menggunakan pelarut metanol hangat (40°C) pada biakan
bakteri E. coli K1.1 dan P. pseudomallei 02 05.

Rata-rata diameter zona hmbat (mm)

Bakteri patogen Metanol (40°C)

Antibiotik kontrol

A3.5 F6.1

Neomicin Bacitracin  Colistin  Doxyciclin

E. coli K1.1 - 11,6
P. pseudomallei 02 05 18,3 -

- - 10,5 9
15 20 - -

Antibiotik neomicin, bacitracin, colistin, dan doxyciclin digunakan sebagai kontrol senyawa

antibakteri.

Tabel 6. Pengaruh enceran filtrat senyawa antibakteri dari kultur aktinomisetes isolat A3.5 dan F.6.1
terhadap bakteri patogen P. pseudomallei 02 05 dan E. coli K1.1 berdasarkan diameter zona

hambatnya.

Rata-rata diameter zona hambat pada enceran filtrat (mm)

Kode isolat aktinomisetes

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
A3.5 (terhadap P. pseudomallei 02 05) 18,3a 9,67b 7,8b Oc Oc
F6.1 (terhadap E. coli K1.1) 11,6a 9,3b 7,6¢ od od

Angka-angka pada satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak berbeda pada taraf nyata 5% menurut uji

beda nyata Duncan.
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Karakterisasi Morfologi dan Kemotaksonomi Isolat
Aktinomisetes Unggul Penghasil
Senyawa Antibakteri

Koloni aktinomisetes tumbuh perlahan, melekat
erat pada permukaan media, dan memproduksi spora
seperti serbuk. Warna koloni aktinomisetes isolat A3.5
pada awalnya putih (Gambar 3), lama kelamaan men-
jadi hitam, sedangkan warna koloni isolat F6.1 mula-
mula berwarna putih, kemudian berubah menjadi
abu-abu. Menurut Krieg dan Holt (1994), salah satu ciri
khas genus Streptomyces, koloninya diselimuti oleh
miselium udara yang bebas dan hifa yang dikelilingi
oleh selubung (sheath) hidrofobik yang mengarah dari
permukaan koloni ke udara. Hifa ini pada awalnya
putih, lama-kelamaan berubah menjadi berwarmna ter-
tentu ketika mulai pembentukan spora. Selanjutnya
koloni tampak memiliki serbuk di permukaannya, hal
ini membedakannya dari kebanyakan koloni bakteri
umumnya.

Menurut Lechevalier (1980), warna koloni aktino-
misetes berbeda-beda, karena perbedaan kandungan
pigmen dalam selnya, sesuai dengan masing-masing
jenis aktinomisetes. Krieg dan Holt (1994) juga menya-
takan bahwa genus Streptomyces menghasilkan pig-

men dengan kisaran warna yang beragam, bergantung
pada warna miselium vegetatif dan miselium udara.
Berdasarkan warna miselium tersebut, aktinomisetes
dapat dikelompokkan dengan menggunakan standar
dari tabel warna (Colour Name Chart) dari National
Bureau of Standards (NBS) (Kelly 1958).

Berdasarkan hasil identifikasi, isolat aktinomise-
tes A3.5 dan F6.1 tergolong genus Streptomyces, kare-
na tipe struktur dinding selnya LL dan mengandung
diaminopimelic acid (DAP). Hasil pengamatan morfo-
logi koloni secara mikroskopik menunjukkan bahwa
kedua isolat ini mempunyai miselium udara (aerial
mycelium) berbentuk spiral yang menghasilkan serbuk
spora (Tabel 7, Gambar 4 dan 5). Hal ini sesuai dengan
pernyataan Krieg dan Holt (1994) bahwa aktinomise-
tes yang mengandung L-DAP dan glisin, memiliki fila-
men yang stabil dan miselium udara dengan rantai
spora yang panjang biasanya dari genus Streptomyces
dan Streptoverticillium. Genus Streptomyces juga me-
miliki bentukan spora berbentuk rantai (chains).
Genus ini bersifat katalase positif, pada umumnya da-
pat mereduksi nitrat menjadi nitrit, dan dapat mendeg-
radasi adenin, esculin, casein, gelatin, hipoxantin, pati,
dan L-tirosin (Krieg dan Holt 1994).

|—— 5cm

Gambar 3. Foto kultur isolat unggul aktinomisetes (F6.1 dan A3.5) yang digunakan
sebagai kandidat penghasil senyawa antibakteri pada media yeast starch

agar (YSA).

Tabel 7. Beberapa ciri-ciri morfologi dan biokimia isolat aktinomisetes

F6.1 dan A3.5.

Ciri-ciri

DAP (diamino pimelic acid)
Reduksi nitrat

Produksi melanin

Miselium udara
Pengamatan morfologi

F6.1 A3.51
LL LL
+ -
++++ e+t
RF to RA RF to RA

LL = tipe dinding sel, + (reduksi nitrat) = dapat mereduksi nitrat menjadi
nitrit, - = (produksi melanin) = tidak memproduksi pigmen melanin, ++++ =
membentuk banyak miselium udara, RF = rectus flexuous, RA = retina-

culum apertum.
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1 = tipe DAP (diaminopimelic acid) dalam dinding sel adalah LL; 2 = dapat menggunakan nitrat
sebagai penerima elektron, reaksi positif untuk reduksi nitrat ditandai dengan warna merah; 3 =
Streptomyces yang berpigmen melanin; 4 = pertumbuhan Streptomyces pada media ISP, pada ca-
wan petri berdiameter 10 cm; 5 = penampakan miselium udara di bawah mikroskop perbesaran 50 x.
Tampak adanya bentukan spiral pada ujung miselium, spesifik pada Streptomyces.

Gambar 4. Foto hasil identifikasi beberapa ciri-ciri morfologi dan biokimia isolat aktinomisetes F6.1.

1 = tipe DAP (diaminopimelic acid) dalam dinding sel yang dimiliki ialah LL, 2 = Streptomyces yang tipenya
tidak mereduksi nitrat, 3 = Streptomyces yang tidak berpigmen melanin, 4 = pertumbuhan Streptomyces pa-
da media ISP2 pada cawan petri berdiameter 10 cm, 5 = penampakan miselium udara di bawah mikroskop
pada perbesaran 50 x. Tampak adanya bentukan spiral yang spesifik pada Streptomyces.

Gambar 5. Foto hasil identifikasi beberapa ciri-ciri morfologi dan biokimia isolat aktinomisetes A3.5.

KESIMPULAN

Sebanyak 115 isolat bakteri aktinomisetes telah
diisolasi dari sampel tanah yang diambil dari 39 lokasi
di Indonesia. Dua isolat unggul terpilih, yaitu A3.5 yang
mensekresikan senyawa antibakteri terhadap P. pseu-
domallei 02 05 dan F6.1 yang mensekresikan senyawa
antibakteri terhadap E. coli K1.1 diperoleh dari seleksi
isolat. Waktu optimum inkubasi untuk produksi senya-
wa antibakteri dari isolat A3.5 adalah 72 jam; sedang-
kan isolat F6.1 adalah 96 jam. Senyawa antibakteri
yang dihasilkan oleh kedua isolat tersebut tidak larut
dalam etil asetat 70%, tetapi larut dalam metanol ha-
ngat (40°C). Filtrat senyawa antibakteri dari isolat akti-
nomisetes A3.5 yang dilarutkan dalam metanol hangat
yang diencerkan 1 : 1 memberikan diameter zona
hambat paling besar (18,3 mm) terhadap P. pseudo-
mallei 02 05; sedangkan filtrat dari kultur isolat F6.1
yang dilarutkan dalam metanol hangat dengan kon-
sentrasi 1 : 1 memberikan zona hambat paling besar
(11,6 mm) terhadap E. coli K1.1. Isolat A3.5 mengha-
silkan filtrat senyawa antibakteri yang keefektifannya
setara dengan antibiotik bacitracin 10 unit dan neomi-
cin 30 ug. Isolat F6.1 menghasilkan filtrat senyawa anti-
bakteri dengan keefektifan setara dengan antibiotik

colistin 10 ug dan doxyciclin 30 ug. Isolat F6.1 dan A3.5
termasuk genus Streptomyces.
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