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Abstrak-Tujuan penelitian ini adalah mengetahui aktivitas antibakteri 10 isolat Actinomycetes 
dari sampel pasir Gunung Merapi menggunakan metode sumuran dan fermentasi terhadap 
bakteri E.coli multiresisten antibiotik dengan lama waktu fermentasi yang berbeda. Penelitian 
ini merupakan penelitian eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 2 
faktor perlakuan yaitu lama waktu fermentasi (L) dan jenis isolat Actinomycetes (S). Masing-
masing perlakuan dengan 2 kali ulangan. Isolat Actinomycetes tersebut difermentasi dalam 
kultur cair yang mengandung 2% manitol, 2% pepton, dan 1% glukosa selama 6, 7, dan 8 hari, 
pada suhu 280C menggunakan shaker 50 rpm, selanjutnya diuji menggunakan metode sumuran 
terhadap E.coli multiresisten. Hasilnya ke 10 isolat mempunyai aktivitas antibakteri terhadap 
E.coli dengan diameter zona hambat bervariasi. Aktivitas antibakteri terkuat pada hari ke-6 pada 
isolat D (S4) dengan diameter zona hambat iradikal 17,25 mm, pada fermentasi hari ke-7 pada 
isolat G (S8) dengan diameter zona hambat radikal 7 mm, dan pada hari ke-8 pada  isolat A (S1) 
dengan diameter zona hambat radikal 10 mm.
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PENDAHULUAN 
Bakteri resisten terhadap obat telah 

menyebabkan beberapa wabah infeksi 
yang serius dengan banyak kematian 
(Vandeppite, 2005), sehingga perlu terus 
dilaksanakan penelitian guna menemukan 
zat antibiotik baru yang dapat menghambat 
atau bahkan mematikan bakteri-bakteri 
yang telah resisten tersebut. Actinomycetes 
merupakan sumber terbesar antibiotika 
alami yang diketahui (Waluyo, 2009). 
Actinomycetes adalah bakteri gram positif 
aerob, tumbuh lambat dan membutuhkan 
temperatur sekitar 250-370C (Spicer, 2000), 
berukuran besar dengan kecenderungan 
untuk membentuk rantai atau fi lament 

(Brooks, 2005), umumnya hidup di dalam 
tanah (Waluyo, 2009), banyak ditemukan di 
tanah berumput (rizosfer), juga di tempat-
tempat ekstrim seperti daerah bekas letusan 
gunung berapi (Rahayu, 2010). Rahayu 
dkk (2010), berhasil mendapatkan 10 isolat 
Actinomycetes yang diisolasi dari sampel 
pasir vulkanik bekas letusan Gunung 
Merapi pada tahun 2010. Sepuluh isolat 
tersebut telah diuji potensi antibiotiknya 
menggunakan metode agar block, tetapi 
belum diuji menggunakan metode sumuran 
dan fermentasi. 

Metode fermentasi memungkinkan 
meningkatnya konsentrasi zat metabolit 
sekunder Actinomycetes yang berpotensi 

mailto:trias.wahyu@gmail.com


54
Bioeksperimen 

Volume 1 No. 2, (September 2015)
ISSN 2460-1365

sebagai zat antibiotik. Penelitian yang
dilakukan oleh Isnaeni (2005) 

menemukan bahwa Streptomisin standar 
menghasilkan Rf 0.15, sedangkan antibiotika 
dalam fi ltrat hasil fermentasi memberikan 
nilai Rf 0.65 terhadap Bacillus subtilis. 
Metode fermentasi dapat dilakukan dengan 
media cair yang megandung 2% manitol, 
2% pepton dan 1% glukosa (Lo et al, 2002).

Salah satu bakteri penyebab infeksi 
yang telah mengalami banyak resistensi 
antibiotik adalah E.coli. E.coli dapat 
menyebabkan infeksi saluran kemih 
(Gibson, 1996), infeksi luka (Supardi dan 
Sukamto, 1999), dan penyebab diare (Jawe�  
et al., 2005). Agnisia (2012) menyatakan 
bahwa E.coli resisten terhadap beberapa 
jenis antibiotik diantaranya tetrasiklin, 
kloramfenikol dan eritromisin. Noviana (2004) 
menyatakan bahwa E.coli juga resisten 
terhadap golongan β-laktam (penisilin, 
ampisilin, amoksilin, sulbenisilin dan oksasin) 
dan golongan amino glikosida (streptomisin). 

Tujuan penelitian ini adalah untuk  
mengkaji bagaimana aktivitas antibakteri 
10 isolat Actinomycetes dari sampel pasir 
Gunung Merapi menggunakan metode 
sumuran dan fermentasi terhadap bakteri 
E.coli multiresisten antibiotik dengan lama 
waktu fermentasi yang berbeda.

METODE PENELITIAN 
Penelitian dilaksanakan di 

Laboratorium Mikrobiologi Program Studi 
Pendidikan Biologi FKIP UMS. Penelitian 
ini dilaksanakan mulai September 2013-Juni 
2014. Penelitian ini merupakan penelitian 
eksperimen menggunakan Rancangan Acak 
Lengkap (RAL) dengan 2 faktor perlakuan 
yaitu lama waktu fermentasi (L) dan jenis 
isolat Actinomycetes (S), masing-masing 
perlakuan dengan 2 kali ulangan.

Proses penelitian diawali dengan 
subkultur isolat Actinomycetes pada media 
oatmeal agar yang kemudian diinkubasi 

selama 14 hari pada inkubator dengan 
suhu 290C. Kultur kemudian dipidahkan 
ke media cair untuk difermentasi selama 6, 
7, dan 8 hari menggunakan shaker 50 rpm. 
Proses fermentasi menggunakan media cair 
yang megandung 2% manitol, 2% pepton, 
dan 1% glukosa (Lo et al, 2002).

Hasil dari proses fermentasi kemudian 
diuji aktivitas antibakterinya terhadap 
bakteri E.coli multiresisten (Resisten 
terhadap amoxilin, amoxy-clav acid, ampicilin, 
crytromycin, chloramphenicol, penicilin G, 
cefadroxil, cefi xirn, ceftriaxon, cefuroxim, 
sulfamet-trimetropim, tetracyliclin) berumur 
24 jam. Pengujian menggunakan media 
nutrient agar dengan metode sumuran 
berdiameter 6 mm.

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Dari penelitian yang telah dilaksanakan 

didapati hasil yang berbeda untuk setiap 
perlakuan. Aktivitas antibakteri isolat-isolat 
tersebut dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Diameter Zona Hambat Isolat 
Actinomycetes dengan Lama Fermentasi 
yang Berbeda terhadap E. coli Multiresisten

Isolat
Waktu Fermentasi  (hari)

6 (L1) 7 (L2) 8 (L3)
Rerata Diameter Zona Hambat (mm)

S1 - 13 ir 10 r *
S2 - - 11 ir
S3 8,75 ir 16,75 ir 11,5 ir
S4 17,25 ir* 13 ir 11,5 ir
S5 12,5 ir 15 ir 7 r
S6 13 ir 8 ir 7,5 r
S7 11 ir 7 r * 7 r
S8 15 ir - 13,75 ir
S9 16,5 ir 11,25 ir 14 ir
S10 8,5 ir - -

Keterangan :  r) zona hambat radikal, ir) 
zona hambat iradikal, *) zona 
hambat tertinggi
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Pada perlakuan fermentasi selama 
6 hari isolat D (S4) memiliki aktivitas 
antibakteri paling kuat dengan diameter 
zona hambat iradikal 17,25 mm. Pada 
fermentasi selama 7 hari aktivitas antibakteri 
tertinggi ditunjukan oleh isolat G (S8) 
dengan zona hambat radikal berdiameter 
7 mm. Pada fermentasi hari terakhir yaitu 
hari ke 8, aktivitas antibakteri tertinggi 
ditunjukan oleh isolat A (S1) dengan zona 
hambat radikal berdiameter 10 mm.

Actinomycetes merupakan sumber 
antibiotika alami terbesar yang diketahui 
(Waluyo, 2009). Actinomycetes adalah 
bakteri gram positif aerob, tumbuh lambat 
dan membutuhkan temperatur sekitar 250-
370C (Spicer, 2000), berukuran besar dengan 
kecenderungan untuk membentuk rantai 
atau fi lament (Brooks, 2005), umumnya 
hidup di dalam tanah (Waluyo, 2009), 
banyak ditemukan di tanah berumput 
(rizosfer), juga di tempat-tempat ekstrim 
seperti daerah bekas letusan gunung berapi 
(Rahayu, 2010).

Penelitian sebelumnya aktivitas 
antibakteri 10 isolat dari sampel pasir Gunung 
Merapi menggunakan metode agar block 
terhadap E.coli multiresisten menunjukkan 
zona hambat radikal antara 7-12 mm 
(Fatchurrochman, 2010). Secara keseluruhan 
pengujian menggunakan metode sumuran 
menggunakan hasil fermentasi pada media 
cair menunjukkan penurunan aktivitas 
antibakteri dibandingkan dengan pengujian 
menggunakan metode agar block .

Penurunan aktivitas antibakteri ini 
disebabkan oleh banyak faktor. Faktor 
yang paling berperan adalah mekanisme 
dari biosintesis zat metabolit sekunder, 
zat yang dimanfaatkan sebagai antibiotik. 
Metabolit sekunder dibentuk melalui 
metabolisme sekunder, yaitu metabolisme 
yang melibatkan senyawa-senyawa organik 
spesifi k dan terjadi sangat terbatas di alam.

Metabolit sekunder hanya 
ditemukan pada organisme spesifi k, dan 
hanya diproduksi pada kondisi tertentu 
(Dewick, 1999). Metabolit sekunder adalah 
komponen non esensial bagi pertumbuhan 
suatu organisme. Jalur metabolisme 
sekunder ini hanya aktif pada saat-saat 
tertentu di antaranya selama periode 
cekaman yang diakibatkan oleh minimnya 
nutrisi atau serangan mikroba (Mann, 1987). 
Biosintesis metabolit sekunder dimulai 
di akhir fase logarithmic sampai akhir fase 
stationary, setelah proses pembelahan dan 
perbanyakan sel berhenti (Yarbrough et al, 
1993).

Penurunan aktivitas antibakteri yang 
terjadi salah satunya disebabkan oleh waktu 
optimal produksi metabolit sekunder 
antara isolat satu dengan isolat lainnya 
berbeda, sehingga ketika diuji dengan lama 
fermentasi yang sama kesepuluh isolat 
memberikan hasil yang berbeda. Isolat 
yang menghasilkan zona hambat iradikal 
dimungkinkan belum telah melewati waktu 
optimal tersebut, sementara isolat yang 
membentuk zona hambat radikal sebaliknya 
dimungkinkan sedang mengalami fase 
produksi metabolit sekunder.

Senyawa metabolit sekunder juga 
dapat mengalami biodegradasi dan 
dimanfaatkan kembali pada masa germinasi 
oleh organisme penghasilnya (Wink, 
1999). Hal ini juga bisa menjadi faktor 
yang menyebabkan terjadinya penurunan 
aktivitas antibakteri. Pada kultur dengan 
nutrisi yang tetap, setelah melewati fase 
stationary jumlah sel bakteri akan berkurang 
akibat menurunya jumlah nutrisi. Nutrisi 
yang semakin berkurang sementara 
aktivitas reproduksi sel masih berjalan dan 
yang tersedia hanya zat metabolit sekunder. 
Kondisi inilah yang memicu terjadinya 
biodegradasi zat metabolit sekunder 
sehingga bisa digunakan kembali untuk 
proses germinasi.
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Faktor selanjutnya adalah zat 
metabolit sekunder dihasilkan dalam

jumlah yang sangat sedikit (hanya ng/g 
atau 10-9g/g bahan) (Sudibyo, 1999). Hal ini 
membuat pengujian menggunakan metode 
difusi sumuran menjadi kurang efektif. 
Metode difusi sumuran menggunakan 
zat penguji yang berupa cairan. Zat cair 
memiliki susunan atom yang lebih bebas 
dibandingkan dengan zat padat. Ruang 
antar atom yang banyak membuat zat 
metabolit sekunder yang jumlahnya sangat 
sedikit tadi menjadi semakin terpisah-
pisah. Kondisi ini membuat jumlah zat 
metabolit sekunder yang diujikan di dalam 
lubang sumuran menjadi semakin sedikit, 
sehingga hasil pengujian dalam penelitian 
menunjukan adanya penurunan aktivitas 
antibakteri jika dibandingkan dengan 
metode agar block.

SIMPULAN, SARAN, DAN 
REKOMENDASI 

Isolat-isolat Actinomycetes dari 
sampel pasir Gunung Merapi menunjukkan 
adanya aktivitas antibakteri terhadap 
bakteri E.coli multiresisten antibiotik. 
Aktivitas antibakteri terkuat pada hari ke 
6 ditunjukkan oleh isolat D (S4) dengan 
diameter zona hambat iradikal 17,25 mm, 
pada fermentasi hari ke 7 oleh isolat G (S8) 
dengan diameter zona hambat radikal 7 
mm, dan pada hari ke 8 ditunjukan oleh 
isolat A (S1) dengan diameter zona hambat 
radikal 10 mm.
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