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ABSTRAK

Saluran pencernaan (terutama usus) ikan perairan estuaria merupakan salah satu ceruk lingkungan
potensial Actinobacteria yang belum tereksplorasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan
mengidentifikasi karakteristik morfologi Actinobacteria asal ikan bandeng (Chanos chanos) dan belanak
(Mugil cephalus) serta mengevaluasi aktivitas antimikroba yang dihasilkannya. Penelitian ini diawali
dengan mengambil usus ikan, kemudian digesta usus secara perlahan dipisahkan untuk dieksplorasi
keberadaan Actinobacteria dengan menggunakan media isolasi selektif. Isolat yang diperoleh
dikarakterisasi berdasarkan ciri makroskopik dan mikroskopik, serta dilakukan penapisan antibakteri
awal menggunakan metode double-layer diffusion. Isolat dengan zona penghambatan terbaik dipilih
untuk dilakukan produksi dan ekstraksi senyawa antibakteri, serta uji aktivitas antibakteri dengan metode
difusi cakram terhadap bakteri uji Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa
dan Escherichia coli. Sebanyak 44 isolat Actinobacteria telah diisolasi dari digesta usus ikan bandeng
(Chanos chanos) dan belanak (Mugil cephalus) menggunakan media strach casein dan actinomycete isolation
agar. Sebagian besar isolat yang diperoleh menunjukkan karakteristik morfologi genus Streptomyces sp.,
seperti koloni memiliki tekstur menyerupai serbuk, bertepung dan kasar, memiliki aerial miselium berwarna
putih dan substrat miselium berwarna krim susu, serta memiliki bentuk rantai spora rectus-flexibilis. Proses
penapisan antibakteri isolat Actinobacteria menunjukkan 22 isolat memiliki indeks penghambatan terhadap
sedikitnya satu bakteri uji, dengan aktivitas terbaik ditunjukkan oleh isolat A-SCA-11. Uji antibakteri terhadap
ekstrak kasar isolat A-SCA-11 menunjukkan aktivitas antibakteri berspektrum luas yang mampu menghambat
seluruh bakteri uji dengan zona hambat tertinggi pada P. aeruginosa.

KATA KUNCI :  ikan bandeng, ikan belanak, actinobacteria , antimikroba, double-layer diffusion

ABSTRACT

The gut of estuary fish is one of the potential novel niches of Actinobacteria that has not yet been
explored. This study aimed to isolate and identify the morphological characteristics of Actinobacteria
from milkfish (Chanos chanos) and blue-spot mullet fish (Mugil cephalus) and to evaluate the antibacterial
activity produced. This research was started by taking the fish gut, and then the digesta were slowly
separated to explore the presence of Actinobacteria using selective isolation media. The isolates
obtained were characterized by macroscopic and microscopic characteristics, and antibacterial
preliminary screening of isolates was performed using a double-layer diffusion method. The isolates
with the best inhibition zone were selected for production and extraction of antibacterial compounds, and
antibacterial activity tests using the disk-diffusion method against the test bacteria Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli. A total of 44 isolates of Actinobacteria
have been isolated from the gut of fish using starch casein and actinomycete isolation agar. Most isolates
showed morphological characteristics of the genus Streptomyces sp., such as colonies with a tough or
powdery texture, antibacterial have white aerial mycelium and milk-cream substrate mycelium, and rectus-
flexibilis spore chain. The antibacterial preliminary screening of Actinobacteria isolates showed 22 isolates
had inhibitory index against at least one test bacterium, with the best activity indicated by A-SCA-11.
Antibacterial test of A-SCA-11 crude extract showed broad-spectrum antibacterial activity that was able to
inhibit all test bacteria with the highest inhibitory zone on P. aeruginosa.
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PENDAHULUAN

Actinobacteria merupakan bakteri Gram-positif
yang bersifat aerob dan membentuk spora, memiliki
kandungan guanin dan sitosin pada genom yang tinggi
(55-57%), memiliki karakteristik koloni yang khas
seperti serbuk, bertepung dan kasar, memiliki miselia
bercabang sejati yang ditunjukkan pada miselium
substrat dan aerial, serta mampu memproduksi
pigmen (Anandan, Dharumadurai, & Manogaran, 2016;
Ganesan et al., 2017; Kuncharoen, Fukasawa, Mori,
Shiomi, & Tanasupawat, 2019). Actinobacteria telah
dikenal sebagai bakteri penghasil senyawa bioaktif
dengan beragam aktivitas biologis (Abdelfattah, Arai,
& Ishibashi, 2016). Sebanyak dua pertiga dari 10.000
senyawa akti f  biologis yang berasal dari
mikroorganisme diproduksi oleh Actinobacteria
(Kumari & Doss, 2016). Sebagian besar senyawa
bioaktif yang dihasilkan merupakan antimikroba, di
antaranya tetrasiklin, eritromisin, vancomisin, dan
streptomycin (Subramani & Aalbersberg, 2012; Weber
et al., 2015). Selain antimikroba, Actinobacteria juga
menghasilkan senyawa bioaktif lainnya seperti
antivirus, antiparasit, herbisida, pestisida, antioksidan,
antitumor dan enzim (Elbendary et al., 2018;
Matsumoto & Takahashi, 2017).

Actinobacteria memiliki habitat pada ekosistem
terestrial dan akuatik (Anandan et al., 2016; Barka et
al., 2016). Pada ekosistem akuatik, salah satu ceruk
lingkungan potensial yang belum banyak tereksplorasi
adalah estuari. Estuari merupakan wilayah perairan
tempat bertemunya air laut (asin) dan air sungai
(tawar) (Nett, Ikeda, & Moore, 2009). Pertemuan dua
jenis perairan tersebut menyebabkan dinamika
ekologis, seperti kondisi salinitas yang unik dan
kandungan materi organik yang tinggi (Priya,
Anandaraj, & Ganesan, 2015; Sengupta, Pramanik,
Ghosh, & Bhattacharyya, 2015). Kondisi ini mampu
memfasil i tasi  pertumbuhan berbagai jenis
mikroorganisme lebih baik sehingga keanekaragaman
mikroorganisme pada ekosistem ini menjadi tinggi.
Keanekaragaman yang tinggi menyebabkan terjadinya
kompetisi interspesies dalam memperebutkan nutrisi,
yang mengakibatkan mikroorganisme berada di bawah
tekanan. Kondisi ini mendorong mikroorganisme
memproduksi metabolit sekunder sebagai salah satu
respon pertahanan mereka (Sengupta et al., 2015).

Selain hidup bebas pada ekosistem akuatik,
Actinobacteria juga dapat berasosiasi dengan inang
eukariotik pada ekosistem tersebut, salah satunya
adalah ikan (Abdelfattah et al., 2016; Jami, Ghanbari,
Kneifel, & Domig, 2015; Lewin et al., 2017). Menurut
Bernal, Campa-córdova, Saucedo, & González (2015),
Actinobacteria merupakan bagian dari komunitas

mikrobiota unik pada ikan. Penelit ian Sahu,
Sivakumar, Poorani, Thangaradjou, dan Kannan
(2007),  menunjukkan kepadatan populasi
Actinobacteria tertinggi pada ikan terdapat pada
saluran pencernaan (usus). Saluran pencernaan ikan
merupakan ceruk unik yang kaya akan nutrisi
sehingga mampu mendukung pertumbuhan beragam
kelompok mikroorganisme (Datta, Sharma, Kundu,
Satya, & Singh, 2017). Pada saluran pencernaan,
Act inobacteria membentuk interaksi yang
menguntungkan dengan inang seperti kemampuan
mendegradasi pakan sehingga nutrisi menjadi tersedia
untuk inang, hingga berperan sebagai mutualis
defensive dengan mencegah pertumbuhan bakteri
patogen oportunistik pada saluran pencernaan inang
(Jami et al., 2015; Lewin et al., 2017; Seipke,
Kaltenpoth, & Hutchings, 2012). Jami et al. (2015)
menyebutkan, beberapa genus anggota filum
Actinobacteria diketahui berasosiasi dengan ikan
seperti  Streptomyces, Saccharomonospora,
Micromonospora, Arthrobacter, Kocuria, Microbacterium
dan Agromyces.

Saat ini, resistensi antimikroba merupakan salah
satu ancaman kesehatan paling serius (Mhondoro et
al., 2019). Secara global diperkirakan sebanyak
700.000 orang setiap tahunnya meninggal akibat
penyakit yang terkait dengan mikroba resisten. Jumlah
ini diperkirakan akan terus meningkat mencapai 10
juta kematian pada 2050 dengan kerugian ekonomi
mencapai US$ 100 triliun (Adeyi, 2016). Tingkat
resistensi bakteri terhadap antimikroba yang semakin
meningkat juga mengancam kegunaan berbagai jenis
antimikroba yang telah dikembangkan, sehingga
pengembangan agen antimikroba baru dengan
akt iv itas yang kuat, berspektrum luas, dan
berkelanjutan semakin dibutuhkan (Sathish & Kokati,
2012; Singh et al., 2016; Ventola, 2015). Singh et al.,
(2016) menyatakan pencarian dan pengembangan
agen antimikroba baru dari sumber alami termasuk
mikroba (Actinobacteria) dengan cepat mendapatkan
momentum seiring meningkatnya peristiwa resistensi.

Distribusi serta interaksi antara Actinobacteria
dengan inang eukariotik (ikan) pada perairan estuari
menjadi faktor adaptasi jalur metabolik dan pendorong
aktivasi berbagai gen sintesis metabolit sekunder
Actinobacteria. Hal ini diharapkan mampu membentuk
metabolit sekunder baru dengan aktivitas biologis yang
bermanfaat (Hong et al., 2009; Walsh & Fischbach,
2010).

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat
Actinobacteria akuatik asal ikan bandeng (Chanos
chanos) dan belanak (Mugil cephalus) serta
mengevaluasi aktivitas antimikroba yang dihasilkan.
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BAHAN DAN METODE

Bahan

Bagian ikan yang digunakan adalah usus ikan yang
diperoleh dari proses pembedahan ikan bandeng dan
belanak segar. Bahan lain yang digunakan antara lain
medium actinomycete isolation agar, medium strach
casein agar, yeast extract, malt extract, dextrose
broth, agar bacto, phospat buffer saline, medium
nutrient agar, cycloheximide, nalidixic acid, etil asetat,
etanol, medium Mueller Hinton Agar (MHA),
amoxicillin dan kultur bakteri uji (Staphylococcus
aureus ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus cereus ATCC 10876 dan Pseudomonas
aeruginosa InaCC B52).

Metode

Pengambilan sampel

Sebanyak 10 ekor ikan bandeng (Chanos chanos)
dengan berat rata-rata 500 g dan 12 ekor ikan belanak
(Mugil cephalus) dengan berat rata-rata 300 g diperoleh
dari tambak tradisional yang berada di sekitar
lingkungan estuari di Desa Muara, Kecamatan
Suranenggala, Kabupaten Cirebon, Jawa Barat, dan
Tempat Pelelangan Ikan (TPI) Bondet, Kecamatan
Gunungjati, Kabupaten Cirebon, Jawa Barat. Sebelum
dibedah, sampel ikan dimatikan menggunakan
anastesi, lalu ditimbang. Pembedahan dimulai dengan
mengusap permukaan tubuh ikan dengan etanol 70%
menggunakan kapas steril, lalu rongga tubuh ikan
dibuka secara aseptik dan isi perut ikan dikeluarkan.
Bagian usus diambil dan dipisahkan, kemudian
digesta usus dikeluarkan secara perlahan dan
dimasukkan ke dalam microtube yang berisi
phosphate buffer saline (PBS) steril. Sampel digesta
usus disimpan dalam cooler box berisi ice gel untuk
ditransportasikan ke laboratorium. Setelah berada di
laboratorium, sampel dihomogenisasi dan disimpan
pada suhu -20 °C (Jami et al., 2015).

Isolasi dan pemurnian isolat Actinobacteria

Isolasi  di lakukan dengan mengencerkan
sebanyak 1 mL digesta usus ikan ke dalam 9 mL
larutan PBS steril. Proses pengenceran bertingkat
dilakukan hingga 10-4. Larutan campuran sebanyak
0,1 mL diambil dan diinokulasikan pada cawan berisi
media isolasi selektif yaitu Starch Casein Agar (SCA)
dan Actinomycete Isolation Agar (AIA) dengan metode
spread plate, selanjutnya diinkubasi selama 14 hari
pada suhu 30 °C.  Koloni Actinobacteria yang tumbuh
dimurnikan pada media yeast-malt agar untuk studi
lebih lanjut (Jami et al., 2015).

Karakterisasi morfologi

Karakter isasi morfologi terhadap isolat
Act inobacteria murni di lakukan dengan
menginokulasikan bakteri ke media ISP-2
(International Streptomyces Project-2) dan diinkubasi
selama 7 hari pada suhu 30 °C. Karakteristik morfologi
yang terbentuk seperti permukaan koloni, produksi
pigmen, rantai spora, serta kehadiran aerial miselium
dan substrat miselium diamati (Gebreyohannes,
Moges, Sahile, & Raja, 2013). Aerial miselium dan
substrat miselium diklasifikasikan berdasarkan
perbedaan warna menurut Bergey manual of
systematic bacteriology (Taddei, Rodriguez, Marquez-
Vilchez, & Castelli, 2006).

Penapisan Actinobacteria penghasil antibakteri

Penapisan isolat Actinobacteria berdasarkan
aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode double-
layer agar diffusion (Li, Chen, Jiang, & Jiang, 2015).
Tahapan diawali dengan menyiapkan media nutrient
agar (NA) konsentrasi 100% (28 g medium NA dalam
1000 mL air destilasi) dan 50% (28 g medium NA
dalam 2000 mL air destilasi). Sebanyak 15 mL media
NA konsentrasi 100% dituang terlebih dahulu untuk
membentuk lapisan dasar. Setelah memadat, 5 mL
media NA dengan konsentrasi 50% yang telah
diinokulasikan bakteri uji dituang membentuk lapisan
atas. Isolat Actinobacteria dengan umur 10 hari
dipotong dengan cock borer steril (diameter 6 mm)
dan diletakkan pada permukaan NA lapisan atas.
Selanjutnya cawan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 30 °C. Zona hambat yang terbentuk dihitung
indeks penghambatannya dengan rumus:

Indeks hambat =

diameter zona
bening (mm)

diameter zona
koloni (mm)-

diameter zona koloni (mm)

Produksi dan ekstraksi

Proses produksi ekstrak kasar antibakteri
di lakukan dengan metode submerged state
fermentation yang memanfaatkan media yeast-malt
extract broth sebagai substrat fermentasi. Tahapan
pertama yang dilakukan adalah menginokulasikan
isolat terpilih ke dalam 100 mL media produksi yeast-
malt extract broth pada erlenmeyer 500 mL dan
diinkubasi pada shaker incubator dengan agitasi 200
rpm selama 10 hari pada suhu 30 °C. Setelah masa
inkubasi selesai, media produksi disentrifugasi dengan
kecepatan 4000 rpm selama 10 menit pada suhu
4 °C untuk memisahkan supernatan dari biomassa
sel. Supernatan bebas sel diekstraksi dengan pelarut
etil asetat (p. a grade) dengan perbandingan 1:1 (v/v).
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isolasi yang berbeda bertujuan untuk memperoleh
jumlah isolat Actinobacteria yang lebih banyak dan
beragam walaupun diisolasi dari sumber yang sama
(Hayakawa, Sadakata, Kajiura, dan Nonomura, 1991).
Djinni, Defant, Kecha, dan Mancini (2014)
menambahkan, pemilihan medium isolasi yang tepat
sangat penting untuk meningkatkan presentase
pemulihan Actinobacteria . Berdasarkan hasil pada
tahap isolasi, mayoritas Actinobacteria yang diperoleh
berasal dari medium SCA dibandingkan medium AIA.
Hal yang sama dilaporkan oleh Messaoudi, Bendahou,
Benamar, dan Abdelwouhid (2015), yang menyatakan
bahwa 9 dari 18 isolat Actinobacteria diperoleh dari
media SCA. Penelitian lain oleh Mohseni et al. (2013)
juga melaporkan bahwa medium SCA menunjukkan
pertumbuhan yang lebih baik pada proses isolasi
dibandingkan dengan medium ISP-2 dan Kuster agar.
Medium SCA mengandung sumber nitrogen seperti
kasein dan sumber karbon seperti pati yang mampu
menstimulasi pertumbuhan Actinobacteria lebih baik,
sehingga dapat memberikan jumlah isolat yang lebih
banyak (Messaoudi et al., 2015). Hasani, Kariminik,
dan Isaazadeh (2014) juga menyatakan bahwa sumber
karbon seperti pati dan sumber nitrogen kompleks
seperti casein dan yeast extract merupakan sumber
nutrisi terbaik untuk pertumbuhan dan produksi
antimikroba oleh Actinobacteria.

Koloni Actinobacteria pada media agar dapat
dikenali dan diklasifikasikan melalui pengamatan
karakteristik morfologi makroskopik dan mikroskopik.
Parameter morfologi tersebut di antaranya seperti
tekstur permukaan koloni, keberadaan aerial miselium
dan substrat miselium, produksi pigmen, dan tipe
penataan spora (Dholakiya, Kumar, Mishra, Mody, &
Jha, 2017). Pada penelitian ini, sebagian besar isolat
Actinobacteria yang diperoleh memiliki karakteristik
morfologi seperti tekstur permukaan koloni yang
kasar, kering, dan berkapur/bertepung, membentuk
aerial miselium dan substrat miselium yang mayoritas
berwarna putih hingga abu-abu, dapat memproduksi
pigmen yang didifusikan pada media pertumbuhan,
serta memiliki penataan rantai spora yang sebagian
besar bertipe rectus flexibilis (Tabel 1). Beberapa
kenampakan keragaman morfologi makroskopik isolat
Actinobacteria asal ikan bandeng dan belanak
disajikan pada Gambar 1. Berdasarkan karakteristik
morfologi tersebut, mayoritas isolat yang didapatkan
diduga berasal dari genus Streptomyces. Lewin et al.
(2017) menyatakan, genus Streptomyces memiliki
sebaran habitat yang paling luas dibandingkan
anggota filum Actinobacteria lainnya. Streptomyces
memiliki ciri seperti koloni tumbuh lambat, memiliki
bau seperti tanah karena menghasilkan metabolit
volatil yaitu geosmin, memiliki permukaan koloni yang
kasar, bertepung, sedikit menggumpal dan berbentuk

Fraksi etil asetat dipisahkan dari supernatan dan
diuapkan dengan rotary vacuum evaporator pada suhu
45 oC hingga didapatkan ekstrak kasar (Zothanpuia
et al., 2017).

Uji aktivitas antimikroba

Uji aktivitas antimikoba ekstrak kasar dilakukan
dengan metode difusi cakram. Uji diawali dengan
menuangkan medium Mueller Hinton Agar (MHA) steril
ke cawan dan ditunggu hingga medium memadat.
Medium MHA lalu diusap secara merata dengan swab
yang sebelumnya telah dicelupkan kultur bakteri uji
dengan kepadatan 1 × 105. Selanjutnya, cakram
(diameter 6 mm) diteteskan 20 L ekstrak kasar
dengan konsentrasi 10 mg/mL, ditempatkan pada
permukaan cawan dan diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37 °C. Amoxicillin dengan konsentrasi 10 µg/
mL digunakan sebagai kontrol positif, sementara
DMSO 2% digunakan sebagai kontrol negatif. Zona
hambat yang terbentuk merupakan aktivitas antibakteri
dari ekstrak kasar (Mohseni, Norouzi, Hamedi, &
Roohi, 2013).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Karakterisasi Morfologi Isolat
Actinobacteria

Sebanyak 44 isolat Actinobacteria berhasil diisolasi
dari digesta usus ikan bandeng dan belanak. Dari ke-
44 isolat yang diperoleh, sebanyak 38 isolat diperoleh
dari ikan bandeng, sementara 6 isolat lainnya dari ikan
belanak (Tabel 1). Pada penelitian ini, jumlah isolat
Actinobacteria yang diisolasi dari ikan bandeng lebih
banyak dibandingkan dengan penelitian Sivakumar,
Sahu, Manivel, dan Kannan (2006) yang telah
mengisolasi sebanyak 20 isolat dari tiga bagian tubuh
ikan yang berbeda yaitu insang, kulit permukaan dan
usus. Sementara itu pada ikan belanak, jumlah isolat
Actinobacteria yang ditemukan jauh lebih sedikit
dibandingkan dengan penelitian Murugan, Srinivasan,
Sivakumar, Sahu, dan Kannan (2007) yang
mengisolasi sebanyak 35 isolat dari digesta usus.
Perbedaan hasil ini diduga disebabkan karena adanya
perbedaan faktor internal seperti tahap perkembangan
dan struktur sistem pencernaan, serta perbedaan faktor
eksternal seperti feeding strategy, kondisi perairan, dan
tingkat salinitas (Datta et al., 2017). Datta et al. (2017)
juga menambahkan bahwa bakteri yang ada pada
saluran pencernaan ikan sangat dipengaruhi oleh habitat
tempat ikan tinggal dan makanan yang dikonsumsi oleh
ikan.

Pada penelitian ini digunakan 2 medium isolasi
yang berbeda yaitu SCA dan AIA. Penggunaan medium
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No Isolat/  
Isolates

Permukaan 
Koloni/Colony 

Surface

Miselium 
Aerial/Aerial 

mycelium 

Miselium 
Substrat/Substrate 

Mycelium

Pigmen/ 
Pigment

Rantai 
Spora/Spore 

Chain
1 A-SCA-7 Datar/Flat Putih/White Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
2 A-SCA-6 Timbul/Elevated Kuning/Yellow Kuning/Yellow - S
3 A-SCA-13 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige Coklat/Brown RF
4 A-AIA-1 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige Kuning/Yellow RF
5 A-AIA-2 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige Kuning/Yellow RF
6 A-AIA-3 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige Kuning/Yellow RF
7 A-AIA-8 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige Kuning/Yellow RF
8 A-AIA-6 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige Kuning/Yellow RF
9 A-AIA-4 Datar/Flat Putih/White Abu-abu/Grey Coklat/Brown RF

10 A-AIA-5 Timbul/Elevated Merah/Red Violet-Ungu/Violet-Purple - S
11 A-SCA-4 Timbul/Elevated Ungu/Purple Merah-Ungu/Red-Purple - S
12 A-SCA-10 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - RF
13 A-SCA-9 Datar/Flat Putih/White Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
14 A-SCA-5 Timbul/Elevated Putih/White Kuning/Yellow Coklat/Brown RA
15 A-SCA-11 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - RA
16 A-AIA-12 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - RF
17 A-AIA-13 Datar/Flat Putih/White Putih/White - RF
18 A-SCA-12 Datar/Flat Putih/White Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
19 A-SCA-14 Datar/Flat Krem/Beige Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
20 A-AIA-10 Timbul/Elevated Krem/Beige Kuning/Yellow - RF
21 A-AIA-9 Timbul/Elevated Coklat/Brown Coklat/Brown - RA
22 A-AIA-14 Datar/Flat Putih/White Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
23 A-AIA-11 Timbul/Elevated Putih/White Coklat/Brown Coklat/Brown RF
24 A-AIA-15 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - S
25 A-AIA-16 Datar/Flat Abu-abu/Grey Kuning/Yellow Coklat/Brown RF
26 A-SCA-8 Datar/Flat Abu-abu/Grey Krem/Beige Kuning/Yellow S
27 A-AIA-17 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige - S
28 A-SCA-15 Datar/Flat Krem/Beige Krem/Beige - RF
29 A-SCA-16 Timbul/Elevated Putih/White Putih/White - RF
30 A-SCA-17 Timbul/Elevated Putih/White Putih/White - RF
31 A-SCA-18 Timbul/Elevated Putih/White Krem/Beige - RF
32 A-SCA-19 Timbul/Elevated Putih/White Putih/White - RA
33 A-SCA-20 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - RF
34 A-AIA-18 Timbul/Elevated Oranye/Orange Oranye/Orange - S
35 A-SCA-21 Timbul/Elevated Krem/Beige Krem/Beige - S
36 A-SCA-22 Datar/Flat Putih/White Putih/White - RF
37 A-SCA-23 Datar/Flat Putih/White Putih/White - RF
38 A-SCA-24 Datar/Flat Krem/Beige Krem/Beige - S
39 E-AIA-26 Datar/Flat Putih/White Krem/Beige - RA
40 E-AIA-30 Datar/Flat Putih/White Putih/White Coklat/Brown RF
41 E-SCA-31 Datar/Flat Kuning/Yellow Putih/White Kuning/Yellow S
42 E-SCA-32 Timbul/Elevated Kuning/Yellow Kuning/Yellow - S
43 E-AIA-29 Datar/Flat Krem/Beige Coklat/Brown - S
44 E-AIA-32 Datar/Flat Kuning/Yellow Oranye/Orange Kuning/Yellow RF

Tabel 1. Karakteristik morfologi isolat Actinobacteria asal ikan bandeng (Chanos chanos) dan belanak (Mugil
cephalus)

Table 1. Morphological characteristics of Actinobacteria from milkfish (Chanos chanos) and blue-spot mullet
fish (Mugil cephalus)

Keterangan/Notes:
No. 1-38: Isolat dari ikan bandeng (Chanos chanos); No. 39-44: Isolat dari ikan belanak (Mugil cephalus); RA:
Relinaculam-Apertum; S: Spira; RF: Rectus-Flexibilis/No. 1-38: Isolates from milkfish (Chanos chanos); No. 39-44:
Isolates from blue-spot mullet fish (Mugil cephalus); RA: Relinaculam-Apertum; S: Spira; RF: Rectus-Flexibilis.
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Gambar 1. Keragaman morfologi isolat Actinobacteria asal ikan bandeng (Chanos chanos) dan belanak
(Mugil cephalus)

Figure 1. Morphological diversity of Actinobacteria from milkfish (Chanos chanos) and blue-spot mullet
fish (Mugil cephalus)

seperti  granular yang merupakan hasil  dari
pengembangan miselium aerial, membentuk miselium
aerial yang memiliki warna putih atau abu-abu,
memiliki cincin konsentris yang menunjukkan
produksi metabolit sekunder serta menghasilkan
berbagai macam pigmen (Gebreyohannes et al., 2013;
Hasani et al., 2014). Pigmen yang dihasilkan
Streptomyces dapat memberikan warna tertentu pada
struktur tertentu dalam sel (endopigmen), dan dapat
didifusikan ke luar sel sehingga menyebabkan
perubahan warna pada medium pertumbuhannya
(eksopigmen) (Azimi, Salehi, & Bahador, 2017;
Ghadin, Zin, & Sabaratnam, 2008). Karakteristik lain
dari Streptomyces adalah memiliki ukuran spora yang
sangat kecil (berdiameter kurang dari 1 µm) dan
tersusun berdasarkan 3 tipe rantai spora yaitu tipe
rantai lurus ke lentur (Rectus-Flexibilis), loop terbuka
(Relinaculam-Apertum), dan spiral terbuka atau
tertutup (Spira) (Barka et al., 2016)

Potensi Actinobacteria Sebagai Penghasil
Antibakteri

Actinobacteria dikenal sebagai kelompok bakteri
yang memproduksi beragam jenis metabolit sekunder.
Karuppiah dan Mustaffa (2013) menyatakan bahwa
Actinobacteria merupakan filum terbesar dari kingdom
bakteri yang telah menghasilkan 10.000 senyawa
bioaktif dengan struktur kimia beragam, di mana
sekitar 65%-nya berperan sebagai antimikroba.
Beragam senyawa bioakt i f  yang dihasi lkan
Actinobacteria menyebabkan diperlukannya proses
penapisan untuk menyeleksi isolat penghasil agen
antimikroba yang potensial. Menurut Li, Chen, Jiang,
dan Jiang, (2015), terdapat dua metode penapisan
Actinobacteria yang banyak digunakan yaitu metode
cross-streak agar dan metode double-layer diffusion.
Dari kedua metode tersebut, metode double-layer
diffusion lebih disarankan untuk proses penapisan

A-AIA-5 A-SCA-4 A-AIA-18

E-AIA-30E-SCA-32E-AIA-26

Keterangan/Notes:
A-AIA-5, A-SCA-4 dan A-AIA-18: Isolat dari ikan bandeng (Chanos chanos); E-AIA-26, E-SCA-32 dan E-AIA-30: Isolat
dari ikan belanak (Mugil cephallus)/A-AIA-5, A-SCA-4 dan A-AIA-18: isolates from milkfish (Chanos chanos); E-
AIA-26, E-SCA-32 dan E-AIA-30: Isolates from blue-spot mullet fish (Mugil cephallus)
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dibandingkan metode cross-streak. Meskipun mudah
dan relatif lebih cepat, metode cross-streak memiliki
beberapa kelemahan atau kekurangan yang dapat
menyebabkan kesalahan positif palsu (false positive)
dalam penyimpulan hasil penapisan. Beberapa
kelemahan tersebut seperti sulit dalam memperoleh
data kuantitatif karena jarak dari zona penghambatan
biasanya sangat kabur dan tidak jelas, masalah
pengukuran zona hambat akibat tingkat keseragaman
goresan yang tidak sama yang menyebabkan
perbedaan difusi antibakteri, serta efek mutual
antibiosis akibat jarak antar bakteri uj i  dan
penggunaan beberapa kultur sebagai bakteri uji pada
cawan yang sama (Velho-Pereira & Kamat, 2011).

Berdasarkan hasil penapisan menggunakan
metode double-layer diffusion (Tabel 2) didapatkan 22
isolat Actinobacteria yang mampu memperlihatkan

aktivitas penghambatan terhadap bakteri uji, dengan
indeks penghambatan tertinggi ditunjukkan oleh isolat
A-AIA-10 yaitu 0,72 pada S. aureus. Hasil penapisan
juga memperlihatkan hanya satu isolat yaitu isolat A-
SCA-11 yang mampu menghambat seluruh bakteri
uji (S. aureus, B. cereus, E. coli, dan P. aeruginosa).
Mayoritas isolat Act inobacter ia yang diuj i
menunjukkan aktivitas penghambatan yang lebih baik
terhadap bakteri uji Gram-positif yaitu S. aureus (19
isolat) dan B. cereus (9 isolat), dibandingkan dengan
bakteri uji Gram-negatif yaitu E. coli (6 isolat) dan P.
aeruginosa (2 isolat). Hasil yang sama juga ditunjukan
oleh Singh et  al. (2016), yang melaporkan
sebanyak 15 isolat terpilih hasil tahap penapisan
menunjukan aktivitas penghambatan yang lebih tinggi
terhadap bakteri uji Gram-positif (B. subtilis dan S.
aureus). Menurut Singh et al. (2016), perbedaan

Tabel 2. Indeks penghambatan isolat Actinobacteria terhadap bakteri uji
Table 2. Inhibition index of Actinobacteria isolates against targeted bacteria

S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
1 A-SCA-7 - 0.53 - -
2 A-SCA-6 0.48 - - -
3 A-SCA-13 0.59 - - -
4 A-SCA-10 0.67 - - -
5 A-SCA-9 0.71 - - -
6 A-SCA-5 0.69 0.45 0.56 -
7 A-SCA-11 0.71 0.39 0.60 0.42
8 A-AIA-12 0.63 - - -
9 A-AIA-13 0.56 0.37 - -

10 A-SCA-12 0.44 - - -
11 A-AIA-10 0.72 0.58 0.55 -
12 A-AIA-9 0.54 - - -
13 A-AIA-16 0.58 - - -
14 A-SCA-8 0.68 0.51 0.63 -
15 A-AIA-17 0.68 - 0.31 -
16 A-SCA-18 0.39 - - -
17 A-SCA-19 0.55 - - -
18 A-SCA-22 0.55 0.36 - -
19 E-AIA-26 0.44 - 0.37 -
20 E-SCA-31 - - - 0.30
21 E-SCA-32 0.39 0.56 - -
22 E-AIA-32 - 0.44 - -

No Isolat/ 
Isolates

Indeks Penghambatan/Inhibitory Index

Keterangan/Notes :
No.1-18: Isolat dari ikan bandeng (Chanos chanos); No 19-22: Isolat dari ikan belanak (Mugil cephalus); (-): tidak
ada penghambatan/ No. 1-18: Isolates from milkfish (Chanos chanos); No. 19-22: Isolates from blue-spot mullet
fish (Mugil cephalus); (-): no inhibition zone
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penghambatan ini terkait dengan keberadaan lapisan
lipopolisakarida (LPS) yang merupakan unit struktural
utama dari dinding sel kelompok bakteri Gram-negatif.
LPS memiliki sifat hidrofobik sehingga membuat
dinding sel bakteri Gram-negatif menjadi impermeabel
terhadap zat terlarut lipofilik (Kim, Na, & Jeon, 1994).
Selain itu, perbedaan aktivitas penghambatan juga
dapat disebabkan oleh perbedaan kemampuan
biosintesis senyawa antimikroba tiap isolat, di mana
hal ini dipengaruhi oleh faktor internal seperti kapasitas
metabolisme dari mikroorganisme penghasil dan faktor
eksternal seperti nutrisi dan kondisi lingkungan
(Anandan et al., 2016). Berdasarkan hasil penapisan,
isolat A-SCA-11 dipilih sebagai isolat terbaik karena
mampu menunjukkan aktiv itas penghambatan
terhadap seluruh bakteri uji.

Aktivitas Antimikroba Isolat Terpilih

Isolat Actinobacteria terpilih yaitu A-SCA-11
dikulturkan kembali pada medium produksi yeast-malt
extract broth, diinkubasi dan diekstraksi dengan
pelarut organik etil asetat untuk mendapatkan ekstrak
kasar antibakteri. Uji aktivitas antibakteri dengan
menggunakan metode difusi cakram menunjukkan
ekstrak kasar isolat A-SCA-11 memiliki aktivitas
antibakteri berspektrum luas (broad-spectrum) yang
mampu menghambat seluruh bakteri uji dengan zona
hambat yang berbeda-beda.  Hasil serupa dilaporkan
Messaoudi et al., (2015) yang menyatakan bahwa
ekstrak kasar Actinobacteria memiliki spektrum
penghambatan yang luas terhadap S. aureus, B.
cereus, B. subtil is, K. pneumonia dan B.
strearothermophilus. Perbedaan zona hambat tersebut
diduga disebabkan karena perbedaan struktur dinding
sel pada masing-masing bakteri uji. Sperandio, Huang,
& Hamblin (2013) menjelaskan, bahwa bakteri Gram-
positif memiliki lapisan dinding sel yang tebal dan

berpori dengan komponen utama peptidoglikan yang
saling terhubung mengelilingi membran sitoplasma,
sementara itu bakteri Gram-negatif memiliki lapisan
peptidoglikan yang lebih tipis, namun terdapat lapisan
pelindung tambahan berupa lipid yang disebut outer
membrane (OM). Sharma, Chiang, dan Hamblin (2011)
menambahkan, bakteri Gram-positif memiliki lapisan
peptidoglikan berpori dan bilayer lipid tunggal,
sedangkan bakteri Gram-negatif memiliki lapisan
bilayer ganda yang mengapit lapisan peptidoglikan
ditambah lapisan OM lipopolisakarida sehingga
menghasilkan tingkat permeabilitas yang rendah
untuk molekul kecil lipofilik.

Uji aktivitas antibakteri juga menunjukkan zona
hambat tertinggi diperoleh pada bakteri uji Gram-
negatif P. aeruginosa sebesar 15,34 mm dan terendah
pada bakteri uji Gram-positif B. cereus sebesar 11,60
mm (Tabel 3). Aktivitas antibakteri yang tinggi pada
bakteri uji Gram-negatif diduga disebabkan karena
senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak kasar
mampu melakukan pengikatan langsung dengan
fosfolipid sehingga jalur transportasi fosfolipid
(phospholipid transportation pathway) antara kedua
membran menjadi terputus. Hal ini mengakibatkan
terjadinya disregulasi komposisi membran dan
mengganggu integritas membran (Umerska et al.,
2018). Selain mekanisme tersebut, senyawa aktif yang
terkandung dalam ekstrak kasar juga diduga memiliki
berat molekul kurang dari 600 Da. Menurut Choi &
Lee (2019), senyawa dengan berat molekul lebih dari
600 Da tidak dapat melewati lapisan OM, sedangkan
senyawa dengan berat molekul kurang dari 600 Da
dapat melewati lapisan OM melalui saluran khusus
yang disebut porin. Porin merupakan outer membrane
protein (OMPs) pada lapisan OM yang memungkinkan
molekul kecil seperti asam amino dan sakarida kecil
lewat (Breijyeh, Jubeh, & Karaman, 2020). Sementara

Tabel 3. Zona penghambatan (mm) dari ekstrak kasar antimikroba Actinobacteria (10mg/mL) menggunakan
metode difusi cakram

Table 3. Inhibition zone (mm) of antibacterial crude extract of Actinobacteria (10 mg/mL) by disk diffusion
method

Keterangan/Notes :
Keterangan :  A-SCA-11: Isolat dari ikan bandeng (Chanos chanos); Nilai rata-rata ± Standar Deviasi dari 3 ulangan;
Kontrol (+): Amoxicillin (10 µg/mL); Kontrol (-): DMSO 2%/A-SCA-11: Isolates from milkfish (Chanos chanos); Averages
value ± Standart Deviation from three replication; Control (+): Amoxicillin (10 µg/mL); Control (-): DMSO 2%

S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
A-SCA-11 13.30±1.33 11.60±1.36 11.72±1.46 15.34±1.65
Kontrol (+) 31.80±0.12 22.90±0.05 27.10±0.21 29.20±0.09
Kontrol (-) 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

Ekstrak Kasar/
Crude Extracts

Zona Hambat/Inhibitory Zone  (mm)
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itu, aktivitas antibakteri yang rendah pada B. cereus
diduga karena kemampuannya menghasilkan enzim
-laktamase kuat yang memberikan resistensi
terhadap jenis antibiotik -laktam dan kemampuannya
membentuk spora (Bottone, 2010; Owusu-Kwarteng,
Wuni, Akabanda, Tano-Debrah, & Jespersen, 2017).
Louie et al. (2012) menyatakan bahwa spora yang
dibentuk oleh Bacillus sp. tidak dapat dihancurkan
dengan antibiotik. Meskipun terdapat beberapa dugaan
mekanisme aktivitas antibakteri yang ditunjukkan oleh
ekstrak kasar A-SCA-11 terhadap bakteri Gram-positif
atau negatif, harus dilakukan proses pemurnian untuk
mengetahui karakteristik senyawa antibakteri yang
dihasilkan dan analisis mode aksi terhadap bakteri
uji untuk membuktikan dugaan-dugaan tersebut.
Berdasarkan uji aktivitas antibakteri, ekstrak kasar
A-SCA-11 dengan konsentrasi 10 mg/mL mampu
menunjukkan aktivitas yang cukup baik dan potensial
untuk dilakukan pengembangan selanjutnya. Namun,
aktivitas tersebut masih lebih rendah dibandingkan
dengan kontrol positif (amoxicillin). Rendahnya
aktivitas tersebut diduga disebabkan karena senyawa
antibakteri yang belum murni sehingga menyebabkan
aktivitas spesifik sebenarnya belum terlihat. Jozala
et al.(2008) menyatakan bahwa senyawa pengotor
dapat membentuk agregat yang dapat mengurangi
aktivitas spesifik antibakterinya. Zhang et al.(2009)
menambahkan bahwa terjadi peningkatan aktivitas
spesifik sebanyak 1.381,9 kali lipat dari senyawa
antibakteri pentocin 31-1 murni dengan perbedaan
mencapai 76,8% dari aktivitas ekstrak kasar.

KESIMPULAN

Sebanyak 44 isolat Actinobacteria asal ikan
bandeng (Chanos chanos) dan belanak (Mugil
cephalus) telah diisolasi dari medium SCA dan AIA.
Sebagian besar isolat memperlihatkan karakteristik
morfologi genus Streptomyces spp. Hasil penapisan
dengan metode double-layer diffusion menunjukkan
sebanyak 22 isolat memiliki aktivitas penghambatan
terhadap sedikitnya satu bakteri uji, dengan aktivitas
terbaik ditunjukan oleh isolat A-SCA-11. Uji aktivitas
antibakteri ekstrak kasar isolat terbaik yaitu A-SCA-
11 menunjukkan aktivitas antibakteri berspekrum luas
yang mampu menghambat seluruh bakteri uji, dengan
zona hambatan tertinggi diperoleh pada P. aeruginosa
sebesar 15,34 mm. Hasil tersebut menunjukkan isolat
A-SCA-11 sebagai kandidat bakteri penghasil
antibakteri yang potensial.
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