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Abstrak. Resistensi bakteri terhadap antibiotik mendorong perlunya eksplorasi sumber senyawa antibakteri baru, 

salah satunya dari kelompok Actinomycetes yang diketahui mampu menghasilkan metabolit sekunder bioaktif. 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan pendekatan kuantitatif bertujuan menguji aktivitas 

antibakteri ekstrak metanol dan kloroform dari isolat Actinomycetes terhadap pertumbuhan Escherichia coli dan 

Staphylococcus aureus. Actinomycetes diisolasi dari sampel tanah rizosfer yang diambil dari kawasan Hutan 

Pinus Mangunan, Kabupaten Bantul, Daerah Istimewa Yogyakarta. Penelitian ini disusun menggunakan 

Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan tiga faktor perlakuan, yaitu jenis pelarut, jenis bakteri uji, serta 

konsentrasi ekstrak Actinomycetes (25%, 50%, 75%, dan 100%). Aktivitas antibakteri ditentukan berdasarkan 

pengukuran diameter zona hambat (mm) yang terbentuk di sekitar sumuran. Isolat Actinomycetes diidentifikasi 

hingga tingkat genus berdasarkan karakteristik fenotipik menggunakan metode Simple Profile Matching (SPM), 

lalu dianalisis menggunakan Multivariate Statistical Package (MVSP) dengan algoritma Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Mean (UPGMA) dan disajikan dalam bentuk dendrogram. Hasil penelitian menunjukkan 

dua isolat yang teridentifikasi ke dalam genus Streptomyces. Ekstrak metanol maupun kloroform pada berbagai 

tingkat konsentrasi belum menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap kedua bakteri uji, sehingga pengaruh 

perbedaan polaritas pelarut, variasi konsentrasi ekstrak, serta perbedaan respons antara bakteri Gram-positif dan 

Gram-negatif belum dapat dievaluasi secara optimal.  

 

Kata Kunci: Actinomycetes, Aktivitas Antibakteri, Ekstrak Kloroform, Ekstrak Metanol, 

Streptomyces 

 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY TEST OF METHANOL AND CHLOROFORM 

EXTRACT OF Actinomycetes ISOLATES FROM MANGUNAN PINE FOREST 

AGAINST BACTERIA Escherichia coli AND Staphylococcus aureus 

 
Abstract. Bacterial resistance to antibiotics has intensified the need to explore novel sources of antibacterial 

compounds, including Actinomycetes, which are known to produce diverse bioactive secondary metabolites. This 

experimental study with a quantitative approach aimed to evaluate the antibacterial activity of methanol and 

chloroform extracts from Actinomycetes isolates against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. 

Rhizosphere soil samples were collected from the Mangunan Pine Forest, Bantul Regency, Special Region of 

Yogyakarta, Indonesia. The experiment was arranged in a Completely Randomized Design (CRD) with three 

treatment factors: solvent type, test bacterial species, and extract concentration (25%, 50%, 75%, and 100%). 

Antibacterial activity was determined by measuring inhibition zone diameters (mm) using the well diffusion 

method. Actinomycetes isolates were identified to the genus level based on phenotypic characteristics using 

Simple Profile Matching (SPM) and analyzed with the Multivariate Statistical Package (MVSP) employing the 

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Two isolates were identified as members of 

the genus Streptomyces. Under the conditions applied, neither methanol nor chloroform extracts showed 
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antibacterial activity against the tested bacteria, limiting the evaluation of solvent polarity, extract concentration, 

and differences in bacterial responses. 

 

Keywords: Actinomycetes, Antibacterial Activity, Chloroform Extract, Methanol Extract, 

Streptomyces 

 

PENDAHULUAN 

 Resistensi antimikroba (antimicrobial resistance/AMR) merupakan salah satu ancaman 

terbesar bagi kesehatan masyarakat global, dengan jutaan kematian berkaitan langsung dengan 

infeksi bakteri resistan terhadap antibiotik. Penggunaan antibiotik yang tidak tepat 

mempercepat munculnya strain bakteri resistan, sehingga menurunkan efektivitas terapi dan 

meningkatkan risiko penyebaran patogen (Aslam et al., 2018; Naghavi et al., 2024). 

Keterbatasan keberhasilan pengembangan antibiotik sintetis baru mendorong perlunya 

eksplorasi sumber alternatif, khususnya produk alami (natural products/NPs) mikroba yang 

dikenal memiliki keragaman struktur kimia dan aktivitas antibakteri yang tinggi (Hutchings et 

al., 2019). 

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri Gram-positif yang berperan penting sebagai 

penghasil berbagai antibiotik utama, seperti tetrasiklin, streptomisin, neomisin, kloramfenikol, 

makrolida, eritromisin, rifampisin, vankomisin, gentamisin, kanamisin, dan daptomisin (Nazari 

et al., 2022). Mikroorganisme ini banyak ditemukan di tanah, termasuk tanah rizosfer, dan 

dikenal mampu menghasilkan beragam metabolit sekunder bioaktif (Girão et al., 2019). Hutan 

pinus merupakan lingkungan yang berpotensi tinggi untuk keberadaan Actinomycetes karena 

kondisi tanahnya relatif kering akibat tingginya laju evapotranspirasi (Qalbi et al., 2018; 

Sukmawaty et al., 2020). Salah satu kawasan yang belum banyak dieksplorasi adalah Hutan 

Pinus Mangunan, Kabupaten Bantul, Daerah Istimewa Yogyakarta. 

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antibakteri Actinomycetes bervariasi 

terhadap bakteri Gram-positif dan Gram-negatif, serta dipengaruhi oleh kondisi lingkungan 

dan metode ekstraksi. Perbedaan jenis pelarut dengan tingkat polaritas berbeda diketahui dapat 

memengaruhi jenis dan jumlah metabolit sekunder yang terekstraksi. Kajian komparatif terkait 

pengaruh polaritas pelarut terhadap aktivitas antibakteri isolat Actinomycetes masih terbatas 

dan menunjukkan hasil beragam (Arasu et al., 2014; Balkar et al., 2014). Berdasarkan hal 

tersebut, penelitian ini bertujuan eksplorasi potensi Actinomycetes yang diisolasi dari tanah 

rizosfer pohon pinus di Hutan Pinus Mangunan sebagai sumber senyawa antibakteri, serta 

mengevaluasi pengaruh perbedaan polaritas pelarut (metanol dan kloroform) dalam 

menentukan aktivitas antibakteri ekstrak kasar Actinomycetes terhadap Escherichia coli dan 
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Staphylococcus aureus 

 

METODE 

Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan pendekatan kuantitatif 

menggunakan desain Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri atas tiga faktor perlakuan. 

Kombinasi ketiga faktor tersebut menghasilkan 16 kombinasi perlakuan dan setiap kombinasi 

diulang sebanyak tiga kali, sehingga diperoleh total 48 unit percobaan. 

 

Tempat dan Waktu Penelitian 

Pengambilan sampel tanah rizosfer pohon pinus dilaksanakan di kawasan Hutan Pinus 

Mangunan, Kabupaten Bantul, Daerah Istimewa Yogyakarta pada bulan Agustus 2025. 

Penelitian ini selanjutnya dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran, 

Kesehatan Masyarakat, dan Keperawatan (FK-KMK), Universitas Gadjah Mada (UGM), pada 

bulan Agustus-November 2025.   

 

Objek Penelitian 

Penelitian menggunakan tiga faktor perlakuan, yaitu jenis pelarut (metanol dan 

kloroform), jenis bakteri uji (E. coli dan S. aureus), serta konsentrasi ekstrak Actinomycetes 

(25%, 50%, 75%, dan 100%). Respons antibakteri ditentukan berdasarkan pengukuran 

diameter zona hambat (dalam satuan milimeter) yang terbentuk di sekitar sumuran, sebagai 

indikator efektivitas antibakteri dari masing-masing ekstrak pada berbagai tingkat konsentrasi. 

 

Alat dan Bahan 

Penelitian ini menggunakan peralatan lapangan berupa sekop, termometer tanah, soil 

tester, dan saringan berukuran 40 mesh. Peralatan laboratorium yang digunakan meliputi 

autoklaf, oven, inkubator, lemari pendingin, waterbath, Biological Safety Cabinet (BSC) kelas 

II, sentrifus, vortex mixer, hot plate stirrer, rotary evaporator, pH meter, serta peralatan gelas 

standar laboratorium. Peralatan pendukung meliputi mikropipet, timbangan analitik, 

mikroskop cahaya, jarum inokulasi, Drygalski spatula, pembakar bunsen, dan perlengkapan 

kultur bakteri lainnya. 

Bahan penelitian meliputi sampel tanah rizosfer pohon pinus; media mikrobiologi 

berupa Starch Casein Agar (HiMedia), International Streptomyces Project No. 2 (HiMedia), 

Tryptone Soya Agar/Broth (Oxoid), MacConkey Agar (Oxoid), Mueller-Hinton Agar (Oxoid), 
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Urea Agar Base (HiMedia), Skim Milk Agar (HiMedia); serta berbagai bahan kimia dan reagen 

dengan tingkat kemurnian bacteriological grade. Pelarut yang digunakan adalah metanol 

(CH3OH) dan kloroform (CHCl3). Mikroorganisme uji yang digunakan, yaitu E. coli ATCC 

25922 dan S. aureus ATCC 25923. Bahan pendukung lain meliputi akuades, larutan NaCl 

fisiologis 0,85%, alkohol 70%, serta antibiotik dan antijamur (kloramfenikol dan amfoterisin 

B). 

 

Peremajaan Isolat Bakteri Uji 

Peremajaan isolat bakteri E. coli ATCC 25922 dan S. aureus ATCC 25923 dilakukan 

dari kultur stok bakteri yang disimpan dalam gliserol pada suhu -80oC. Isolat bakteri E. coli 

ATCC 25922 kemudian diinokulasikan pada media MacConkey Agar (MCA), sedangkan isolat 

bakteri S. aureus ATCC 25923 diinokulasikan pada media agar darah (blood agar). Kultur 

yang telah diinokulasikan selanjutnya diinkubasi pada suhu 37℃ selama 24 jam. Koloni hasil 

peremajaan digunakan sebagai sumber inokulum untuk tahapan penelitian selanjutnya. Kultur 

tersebut dipelihara dengan cara disubkultur secara berkala pada media Tryptone Soya Agar 

(TSA) miring setiap dua minggu sekali. 

 

Pembuatan Suspensi Bakteri Uji 

Pembuatan suspensi bakteri E. coli ATCC 25922 dan S. aureus ATCC 25923 dilakukan 

dengan menginokulasikan koloni yang tumbuh pada media TSA miring ke dalam 10 mL 

larutan NaCl fisiologis 0,85%. Suspensi ini kemudian dihomogenkan menggunakan vortex 

mixer hingga diperoleh suspensi yang seragam. Suspensi bakteri dibuat hingga mencapai 

kekeruhan setara dengan standar 0,5 McFarland (±1,5 x 108 CFU/mL) untuk memastikan 

konsistensi dalam tahap uji sensitivitas antibiotik (Zaki et al., 2025). 

 

Pengambilan dan Persiapan Sampel Tanah  

Pengambilan sampel tanah rizosfer dilakukan mengacu pada metode Gong et al. (2025) 

dengan beberapa modifikasi. Sampel diambil dari lima titik di kawasan Hutan Pinus Mangunan 

pada kedalaman 10-15 cm di sekitar perakaran pohon pinus. Tanah sebanyak 10 gram dari 

setiap titik dikumpulkan dalam plastik klip steril, kemudian dilakukan pengukuran suhu, 

kelembapan, dan pH. Sampel dipindahkan ke Laboratorium Mikrobiologi FK-KMK UGM dan 

disimpan pada suhu ± 4℃ hingga diproses. Sebelum analisis, sampel tanah dihomogenkan, 

dihaluskan, dan diayak menggunakan saringan berukuran 40 mesh. 
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Isolasi dan Identifikasi Isolat Actinomycetes  

Metode isolasi Actinomycetes pada penelitian ini mengacu pada prosedur yang 

dikembangkan oleh Salem et al. (2023) dengan beberapa modifikasi. Sebanyak 1 gram sampel 

tanah rizosfer disuspensikan dalam 9 mL larutan NaCl fisiologis 0,85% (NaCl 8,5 g/L) dan 

dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10-5. Sebanyak 100 𝜇𝑙 dari masing-masing 

pengenceran diinokulasikan pada media Starch Casein Agar (SCA) yang mengandung 

kloramfenikol (25 𝜇g/mL) dan amfoterisin B (10 𝜇g/mL), kemudian diinkubasi pada suhu 

28±2℃ selama 7 hari. Koloni yang diduga Actinomycetes dipurifikasi pada media 

International Streptomyces Project No. 2 (ISP-2). Selanjutnya, identifikasi isolat dilakukan 

berdasarkan karakter mofologi koloni dan uji biokimia, meliputi uji katalase, urease, asimilasi 

karbon (glukosa, sukrosa, laktosa, dan manitol), serta kemampuan hidrolisis pati, kasein, dan 

gelatin. 

 

Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri Isolat Actinomycetes  

Aktivitas antibakteri isolat Actinomycetes diuji menggunakan metode cross-streak. 

Isolat Actinomycetes digoreskan secara vertikal di tengah permukaan media ISP-2, kemudian 

cawan agar tersebut diinkubasi selama 7 hari pada suhu 28±2℃ hingga koloni Actinomycetes 

tumbuh dan senyawa antibakteri yang mungkin diproduksi oleh isolat tersebut dapat berdifusi 

ke dalam media ISP-2. Setelah masa inkubasi awal, bakteri uji E. coli ATCC 25922 dan S. 

aureus ATCC 25923 digoreskan secara tegak lurus terhadap goresan pertama, kemudian cawan 

agar tersebut diinkubasi kembali selama 24 jam pada suhu 37℃. Setelah masa inkubasi akhir, 

zona hambat yang terbentuk di area pertemuan goresan diamati dan diukur menggunakan 

jangka sorong (dalam satuan milimeter). 

 

Produksi dan Ekstraksi Kasar Metabolit Actinomycetes  

Produksi dan ekstraksi metabolit kasar dari Actinomycetes mengacu pada metode 

Haque et al. (2016) dan Ambarwati et al. (2020) dengan beberapa modifikasi. Isolat 

ditumbuhkan secara bertahap melalui inokulum awal dan lanjutan pada media Starch Casein 

Broth (SCB), kemudian digunakan sebagai inokulum produksi. Kultur produksi diinkubasi 

pada suhu 28±2℃ selama 7-10 hari. Setelah inkubasi, kultur disentrifugasi untuk memisahkan 

biomassa dan supernatan. Supernatan diekstraksi menggunakan metanol dan kloroform dengan 

perbandingan 1:1 (v/v) melalui metode partisi cair-cair. Fraksi pelarut organik dikumpulkan 
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dan diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40-50℃ hingga diperoleh ekstrak 

kasar. 

 

Pengujian Antibakteri Ekstrak Kasar Actinomycetes  

Ekstrak kasar metabolit dari Actinomycetes diencerkan bertingkat menggunakan 

DMSO 1% hingga diperoleh konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100%. Aktivitas antibakteri diuji 

menggunakan metode difusi sumur agar pada media Mueller-Hinton Agar (MHA). Suspensi 

E. coli ATCC 25922 dan S. aureus ATCC 25923 diinokulasikan secara merata pada permukaan 

media, kemudian dibuat sumuran yang berdiameter 6 mm. Setiap sumuran diisi 50 𝜇𝑙 ekstrak 

pada masing-masing konsentrasi. Kloramfenikol digunakan sebagai kontrol positif, sedangkat 

pelarut metanol dan kloroform digunakan sebagai kontrol negatif. Cawan diinkubasi pada suhu 

37℃ selama 24 jam. Aktivitas antibakteri ditentukan berdasarkan diameter zona hambat yang 

diukur dalam satuan milimeter setelah dikurangi diameter sumuran. 

 

Teknik Analisis Data 

Data dianalisis secara deskriptif. Identifikasi isolat dilakukan berdasarkan kemiripan 

karakter fenotipik dengan Actinomycetes acuan menggunakan metode Simple Profile 

Matching (SPM) mengacu pada Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Goodfellow et 

al., 2012). Karakter yang diamati meliputi morfologi koloni, hifa dan spora, pewarnaan Gram, 

serta karakter biokimia. Data dianalisis menggunakan Microsoft Excel dan Multivariate 

Statistical Package (MVSP) versi 3.2. dengan metode pengelompokan UPGMA, lalu hasilnya 

disajikan dalam bentuk dendrogram (Sibarani et al., 2023). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil 

Isolasi dan Identifikasi Isolat Actinomycetes 

Isolasi Actinomycetes dari tanah rizosfer Hutan Pinus Mangunan yang diambil dari 

lima titik sampling pada kedalaman 10-15 cm menghasilkan dua koloni terduga 

Actinomycetes, masing-masing berasal dari titik sampling 2 dan 3. Sedangkan titik sampling 

lainnya tidak menunjukkan pertumbuhan koloni. Kondisi lingkungan tanah pada titik sampling 

2 dan 3 memiliki pH mendekati netral (6,7-6,8), suhu 26,3-27℃, serta kelembapan sangat 

rendah, yang berada dalam kisaran optimal untuk pertumbuhan Actinomycetes, khususnya 
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genus Streptomyces (Sukmawaty et al., 2020; Barka et al., 2016). Temuan ini sejalan dengan 

laporan sebelumnya yang menyatakan bahwa Actinomycetes umumnya dominan pada tanah 

kering hingga semi-kering dengan suhu mesofil dan pH netral (Fitri et al., 2021; Nazari et al., 

2022). 

Tabel 1. Nilai Rerata Pengukuran Faktor Lingkungan Abiotik di Hutan Pinus Mangunan 

Titik Sampling 
Nilai Rerata Pengukuran Faktor Lingkungan Abiotik 

Kelembapan Tanah pH Tanah Suhu Tanah (℃) 

Titik 1 2,8 6,4 26,3 

Titik 2 1,3 6,8 26,3 

Titik 3 1,5 6,7 27 

Titik 4 1,5 6,2 27,3 

Titik 5 1 6,4 25,8 

 

Koloni terduga Actinomycetes menunjukkan ciri morfologi khas, yaitu membentuk 

koloni kering berwarna putih hingga keabu-abuan dengan miselium substrat kekuningan yang 

melekat kuat pada media, tidak menghasilkan pigmen larut, serta menghasilkan aroma khas 

tanah yang berkaitan dengan produksi geosmin. Geosmin merupakan metabolit 

seskuiterpenoid utama yang dihasilkan oleh Streptomyces selama fase sporulasi dan berperan 

dalam interaksi ekologis, termasuk membantu penyebaran spora melalui organisme tanah 

(Nivetha et al., 2021; Becher et al., 2020; Undabarrena et al., 2021). 

Secara makroskopis, kedua isolat memiliki bentuk koloni tidak beraturan dengan tepi 

bergelombang hingga berlekuk, elevasi menonjol, serta tekstur berkapur hingga berbubuk. 

Perbedaan tampak pada ketebalan miselium udara, di mana ACT3 menunjukkan miselium 

udara yang lebih tebal dan mudah terangkat dibandingkan ACT2. Hal tersebut 

mengindikasikan variasi tingkat diferensiasi dan kematangan miselium udara antar isolat. 

Karakterisasi mikroskopis melalui pewarnaan Gram menunjukkan bahwa isolat ACT2 dan 

ACT3 bersifat Gram-positif, memiliki hifa berfilamen bercabang, serta membentuk rantai 

spora lurus hingga sedikit melengkung (rectiflexibiles) dengan spora berbentuk oval. Ciri-ciri 

ini merupakan karakter khas Actinomycetes, khususnya genus Streptomyces, yang dikenal 

memiliki dinding sel peptidoglikan tebal, hifa bercabang, serta variasi tipe rantai spora (Zahr 

et al., 2022; Meenakshi et al., 2024).  
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Selanjutnya, karakterisasi biokimia menunjukkan bahwa isolat ACT2 dan ACT3 

bersifat positif terhadap uji katalase dan urease, mampu mengasimilasi glukosa, serta 

menunjukkan aktivitas hidrolisis pati dan kasein. Sebaliknya, kedua isolat hanya menunjukkan 

reaksi positif lemah pada uji asimilasi sukrosa, laktosa, dan manitol, serta pada uji hidrolisis 

gelatin. 

Gambar 1. Karakteristik Makroskopis dan Mikroskopis Isolat Actinomycetes 

    

  
  

Keterangan: a) Miselium udara ACT2; b) Miselium udara ACT3; c) Miselium substrat 

ACT2; d) Miselium substrat ACT3; e) Morfologi hifa ACT2; f) Morfologi hifa ACT3; g) 

Morfologi spora ACT2; h) Morfologi spora ACT3 

 

Identifikasi fenotipik isolat ACT2 dan ACT3 dilakukan dengan membandingkan 

karakter morfologi, pewarnaan Gram, serta karakter biokimia terhadap beberapa genus 

Actinomycetes acuan, yaitu Streptomyces, Nocardia, Micromonospora, Actinoplanes, dan 

Thermomonospora, menggunakan metode Simple Profile Matching (SPM) mengacu pada 

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Goodfellow et al., 2012). Analisis kekerabatan 

dilakukan melalui cluster analysis menggunakan Simple Matching Coefficient (SMC) dan 

a b c d 

e f g 
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algoritma Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) pada perangkat 

lunak MVSP versi 3.2. 

 

Gambar 2. Hasil Dendrogram dengan Multivariate Statistical Package (MVSP) 3.2 

Analisis hubungan kekerabatan isolat menggunakan metode UPGMA dengan Simple 

Matching Coefficient menghasilkan dendrogram yang menggambarkan tingkat kemiripan antar 

isolat Actinomycetes dengan beberapa genus pembanding. Nilai koefisien kemiripan pada 

dendrogram berada pada rentang 0,52−1,00, nilai yang semakin mendekati angka 1 

menunjukkan tingkat kemiripan yang semakin tinggi. Berdasarkan dendrogram pada Gambar 

2, isolat ACT2 dan ACT3 merupakan pasangan dengan tingkat kemiripan tertinggi, yaitu 

sebesar 0,963. Hal ini menunjukkan bahwa kedua isolat tersebut memiliki kesamaan karakter 

fenotipik sebesar 96,3% dan berpotensi berasal dari spesies atau kelompok taksonomi yang 

sangat berdekatan.  

Klaster ACT2−ACT3 bergabung dengan Streptomyces pada nilai kemiripan sebesar 

0,87 (87%), mengindikasikan bahwa kedua isolat memiliki hubungan fenotipik lebih dekat 

dengan genus Streptomyces dibandingkan dengan genus Actinomycetes lainnya. Klaster ini 

bergabung dengan Thermomonospora pada nilai kemiripan sebesar 0,735 (73,5%), kemudian 

bergabung dengan Nocardia pada nilai sebesar 0,625 (62,5%). Pada tahap akhir, seluruh klaster 

bergabung dengan klaster Micromonospora−Actinoplanes yang sebelumnya terbentuk pada 

nilai kemiripan sebesar 0,648 (64,8%). Pola pengelompokan ini sejalan dengan pendekatan 

taksonomi numerik menurut Williams et al. (1983), yang menetapkan bahwa kelompok 

fenotipik (phenon) terbentuk pada tingkat kemiripan sekitar ≥ 70% berdasarkan koefisien 

kemiripan (similarity coefficient). Dengan demikian, nilai kemiripan ≥ 70% pada dendrogram 

UPGMA

Simple Matching Coefficient

ACT2

ACT3

Streptomyces

Thermomonospora

Nocardia

Micromonospora

Actinoplanes

0.52 0.6 0.680.760.840.92 1



 

Volume 12, No 1, 2026, pp. 48-65 

 
 

57 -KINGDOM The Journal of Biological Studies 

ini menunjukkan bahwa isolat-isolat yang tergabung berada dalam satu kelompok fenotipik 

yang sama. 

 

Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri Isolat Actinomycetes 

Uji pendahuluan aktivitas antibakteri isolat ACT2 dan ACT3 terhadap E. coli ATCC 

25922 dan S. aureus ATCC 25923 dilakukan menggunakan metode cross-streak. Hasil 

pengujian menunjukkan bahwa kedua isolat tidak membentuk zona hambat pada area 

pertemuan dengan bakteri uji. 

Gambar 3. Hasil Uji Pendahuluan Aktivitas Antibakteri Isolat Actinomycetes 

   

Keterangan: a) Kontrol negatif; b) Hasil uji pendahuluan ACT2; c) Hasil uji pendahuluan 

ACT3 terhadap bakteri Escherichia coli (EC) dan Staphylococcus aureus (SA) 

Zona hambat yang tidak terbentuk merupakan indikasi rendahnya ekspresi metabolit 

sekunder pada kondisi uji yang digunakan atau karena senyawa antibakteri yang dihasilkan 

tidak dapat berdifusi secara optimal ke dalam media padat (T. J. Hossain, 2024). Oleh karena 

itu, isolat tetap dilanjutkan ke tahap skrining sekunder melalui pengujian ekstrak menggunakan 

metode difusi sumur agar, yang dilaporkan lebih sensitif dan kuantitatif dalam mendeteksi 

aktivitas antibakteri Actinomycetes (Salim et al., 2017; Nike et al., 2020; Sapkota et al., 2020; 

Meenakshi et al., 2024). 

 

Produksi Metabolit Sekunder Isolat Actinomycetes  

Produksi metabolit sekunder isolat Actinomycetes dilakukan melalui tahapan inokulum 

awal, inokulum lanjutan, dan kultur produksi untuk memperoleh biomassa miselial yang aktif 

sebelum proses ekstraksi. Kultur produksi isolat ACT2 dan ACT3 ditumbuhkan pada media 

SCB dan diinkubasi pada suhu 28±2℃ selama 7–10 hari, kondisi yang diketahui mendukung 

aktivasi jalur biosintesis metabolit sekunder pada Actinomycetes (Das et al., 2023; Tangerina 

et al., 2020). 

Pertumbuhan kedua isolat menunjukkan pola berbeda. Kultur ACT2 menghasilkan 

a b c 
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biomassa relatif rendah dengan miselium terdispersi dan pelet kecil serta perubahan warna 

media menjadi putih kekuningan. Sebaliknya, kultur ACT3 membentuk biomassa yang lebih 

melimpah dengan filamen terdispersi dan pelet yang jelas, disertai perubahan warna media 

menjadi kuning. Perbedaan morfologi kultur ini berkaitan dengan proses diferensiasi miselial 

dan ketersediaan oksigen serta nutrien di dalam pelet, yang diketahui berperan penting dalam 

aktivasi biosynthetic gene clusters (BGCs) dan peningkatan produksi metabolit sekunder 

(Manteca & Yagüe, 2018; Ścigaczewska et al., 2024).  

Kedua kultur menghasilkan aroma khas tanah, tetapi intensitas aroma pada ACT3 lebih 

kuat. Karakteristik ini berkaitan dengan produksi senyawa volatil seperti geosmin, yang 

merupakan bagian metabolit sekunder Streptomyces. Produksi geosmin diketahui meningkat 

ketika sel mengalami kondisi fisiologis yang memicu aktivasi metabolit sekunder, seperti 

keterbatasan nutrisi atau stres lingkungan pada fase akhir pertumbuhan (Shudirman et al., 

2021). Kondisi tersebut sering terjadi ketika miselial mulai mengalami diferensiasi atau 

membentuk agregat di dalam kultur cair. Aroma khas tanah yang lebih kuat pada ACT3 

mengindikasikan bahwa kultur ini kemungkinan mengalami diferensiasi miselial lebih matang 

dan aktivitas biosintesis metabolit sekundernya lebih tinggi dibandingkan ACT2.  

  

Aktivitas Antibakteri Ekstrak Metanol dan Kloroform Isolat Actinomycetes  

Pengujian lanjutan terhadap aktivitas antibakteri menggunakan ekstrak metanol dan 

kloroform isolat Actinomycetes karena metode ekstraksi dinilai lebih sensitif dalam 

mendeteksi potensi antibakteri. Pengujian dilakukan menggunakan metode difusi sumur agar 

(agar well diffusion) terhadap bakteri uji E. coli ATCC 25922 dan S. aureus ATCC 25923. 

Hasil pengujian menunjukkan bahwa ekstrak metanol dan kloroform dari isolat ACT2 dan 

ACT3 pada konsentrasi 25%, 50%, 75%, dan 100% tidak menghasilkan zona hambat terhadap 

kedua jenis bakteri uji tersebut. 

Zona bening tidak terbentuk di sekitar sumuran pada seluruh konsentrasi tersebut 

mengindikasikan bahwa kedua ekstrak tidak menunjukkan aktivitas antibakteri pada kondisi 

pengujian yang digunakan. Sebaliknya, kontrol positif berupa kloramfenikol menghasilkan 

zona hambat jelas, yang menegaskan bahwa metode pengujian berjalan dengan baik. Kontrol 

negatif pelarut metanol dan kloroform juga tidak menunjukkan adanya zona hambat, sehingga 

dapat dipastikan bahwa pelarut tidak memberikan efek antibakteri terhadap bakteri uji. 

Gambar 4. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Metanol dan Kloroform Isolat 

Actinomycetes  
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Keterangan: a) Hasil negatif pada ekstrak metanol Actinomycetes; b) Hasil negatif pada 

ekstrak kloroform Actinomycetes; c) Kontrol negatif; d) Kontrol positif 

Aktivitas antibakteri yang tidak terjadi pada ekstrak metanol dan kloroform isolat 

ACT2 dan ACT3 dimungkinkan karena berkaitan dengan ketidaksesuaian pelarut ekstraksi 

terhadap sifat kimia metabolit sekunder yang dihasilkan oleh kedua isolat tersebut, sehingga 

proses ekstraksi senyawa antibakteri belum berlangsung secara optimal. Hal ini sejalan dengan 

pernyataan oleh Kaczorová et al. (2021), yang menyebutkan bahwa kemampuan pelarut dalam 

mengekstraksi metabolit sekunder sangat tergantung pada sifat kimia senyawa target, terutama 

polaritasnya. Oleh karena itu, tidak semua isolat Actinomycetes akan mengekstraksi metabolit 

bioaktif secara efektif menggunakan pelarut sama, serta pemilihan pelarut yang tepat sangat 

berpengaruh terhadap hasil ekstraksi dan aktivitas biologis yang terdeteksi.  

Hasil penelitian ini didukung oleh temuan Nivetha et al. (2021), yang melaporkan 

bahwa hampir seluruh ekstrak pelarut, yaitu etil asetat, kloroform, dan metanol, kecuali ekstrak 

heksana dari isolat Streptomyces californicus MG-4, mampu menghambat seluruh bakteri uji. 

Sebaliknya, pada isolat Streptomyces parvus MG-3, hanya ekstrak etil asetat yang 

menunjukkan kemampuan menghambat seluruh bakteri uji.  Ekstrak kloroform menunjukkan 

aktivitas terbatas hanya pada bakteri Klebsiella pneumoniae dan ekstrak pelarut lainnya tidak 

menunjukkan aktivitas antibakteri. Bakteri uji dalam penelitian tersebut meliputi Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, dan 

Proteus vulgaris. Temuan ini mengindikasikan bahwa senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh 

isolat ACT2 dan ACT3 kemungkinan lebih optimal terekstraksi menggunakan pelarut semi-

polar seperti etil asetat, yang mampu melarutkan senyawa polar maupun nonpolar, memiliki 

toksisitas rendah, serta mudah diuapkan.     

Efektivitas pelarut etil asetat dalam mengekstraksi metabolit sekunder yang bersifat 

antibakteri dari Actinomycetes juga dilaporkan Nisha et al. (2025), bahwa proses evaporasi 

ekstrak Streptomyces sp. CMSTAAHL-4 menggunakan pelarut etil asetat menghasilkan residu 

semipadat berwarna kuning tua, yang mengindikasikan keberadaan senyawa bioaktif dalam 
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jumlah relatif tinggi. Ekstrak tersebut menunjukkan aktivitas antibakteri tertinggi terhadap S. 

aureus, dengan diameter zona hambat sebesar 25 mm. Sebaliknya, pada penelitian ini ekstrak 

metanol dan kloroform yang diperoleh memiliki konsistensi sangat cair dan tidak menunjukkan 

karakteristik kental atau pekat, serta tidak menunjukkan aktivitas antibakteri. Hal ini 

mengindikasikan kemungkinan rendahnya konsentrasi senyawa bioaktif atau ketidaksesuaian 

polaritas pelarut terhadap sifat kimia senyawa yang dihasilkan oleh isolat ACT2 dan ACT3.   

Selain jenis pelarut, aktivitas antibakteri ekstrak Actinomycetes juga dipengaruhi oleh 

lokasi akumulasi metabolit sekunder, baik ekstraseluler maupun intraseluler (Rakhmawatie et 

al., 2024). Penelitian Ambarwati et al. (2020), menunjukkan bahwa ekstrak etil asetat 

supernatan (ekstraseluler) isolat Streptomyces sp. CRB46 memiliki potensi penghambatan 

lebih tinggi dibandingkan ekstrak etil asetat dari pelet sel (intraseluler), terutama terhadap 

bakteri Gram-positif. Hal ini menunjukkan bahwa pada isolat tertentu, metabolit antibakteri 

lebih banyak disekresikan ke supernatan. 

Penelitian lain melaporkan bahwa tidak semua senyawa antibakteri yang dihasilkan 

langsung disekresikan ke supernatan, sehingga sebagian metabolit sekunder masih 

terakumulasi di dalam sel atau berasosiasi dengan struktur sel. Senyawa bioaktif yang berada 

di dalam sel juga dilaporkan cenderung lebih stabil dibandingkan senyawa yang telah 

dilepaskan ke media dan berpotensi mengalami degradasi. Oleh karena itu, pada isolat tertentu, 

proses ekstraksi intraseluler memungkinkan diperolehnya konsentrasi senyawa antibakteri 

yang lebih tinggi dan berkontribusi terhadap aktivitas penghambatan yang lebih kuat terhadap 

bakteri uji (Daquioag & Penuliar, 2021; Rakhmawatie et al., 2024). Berdasarkan hal tersebut, 

tidak adanya aktivitas antibakteri pada ekstrak metanol dan kloroform isolat ACT2 dan ACT3 

dalam penelitian ini diduga berkaitan dengan lokasi akumulasi metabolit sekunder yang belum 

optimal terekstraksi melalui pendekatan ekstraseluler, serta kemungkinan bahwa senyawa 

antibakteri utama masih berada di dalam sel.   

Beberapa penelitian juga melaporkan bahwa ekstrak Actinomycetes tidak selalu 

menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap semua bakteri uji, tergantung pada jenis metabolit 

yang dihasilkan oleh masing-masing isolat (Ambarwati et al., 2020; Nivetha et al., 2021). 

Perbedaan struktur dinding sel, permeabilitas membran, serta mekanisme resistensi alami pada 

masing-masing bakteri uji turut memengaruhi sensitivitas terhadap senyawa antibakteri. 

Metabolit antibakteri yang dihasilkan oleh suatu isolat umumnya memiliki target dan spektrum 

kerja tertentu, sehingga efektivitasnya sangat bergantung pada kesesuaian antara senyawa 

bioaktif dan bakteri target (Baran et al., 2023; Uddin et al., 2021). Konsentrasi senyawa aktif 
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dalam ekstrak metanol dan kloroform yang diperoleh pada penelitian ini juga diduga belum 

mencapai Minimum Inhibitory Concentration (MIC), sehingga aktivitas antibakteri tidak 

terdeteksi pada kondisi pengujian yang digunakan.  

Ekstrak metanol yang diperoleh pada penelitian ini berwarna cokelat dengan 

konsistensi sangat cair dan tidak membentuk pasta. Kondisi ini mengindikasikan bahwa 

senyawa yang terekstraksi bersifat cukup polar dan tidak banyak mengandung senyawa 

bermolekul besar yang umumnya menyebabkan ekstrak bertekstur kental (Agusman et al., 

2022; Wahyuningsih et al., 2024). Warna cokelat pada ekstrak metanol diduga berkaitan 

dengan keberadaan senyawa polar atau semi-polar yang memiliki gugus aromatik dan rentan 

terhadap oksidasi, seperti pigmen dan senyawa fenolik yang umum dihasilkan oleh 

Actinomycetes, sehingga berkontribusi terhadap intensitas warna ekstrak. Pada tingkat 

tertentu, perubahan warna tersebut juga dapat mengindikasikan terjadinya degradasi parsial 

senyawa aktif (Efrilia et al., 2025).  

Sementara itu, ekstrak kloroform yang diperoleh menunjukkan konsistensi sangat cair, 

tetap bening seperti warna kloroform sebelum dievaporasi, dan disertai dengan keberadaan fase 

menyerupai minyak. Kehadiran fase minyak setelah evaporasi kloroform dapat dikaitkan 

dengan sifat kimia senyawa yang terekstraksi. Selama proses evaporasi, komponen yang 

memiliki volatilitas tinggi akan menguap bersama pelarut, sedangkan komponen dengan 

volatilitas rendah, seperti lipid, terpenoid, atau metabolit sekunder hidrofobik lainnya, tidak 

mudah menguap dan akan tetap tertinggal sebagai residu berminyak atau fase non-volatil 

setelah pelarut menguap (Osik et al., 2024; Q.-W. Zhang et al., 2018). 

 

SIMPULAN  

Tanah rizosfer Hutan Pinus Mangunan menunjukkan kondisi lingkungan yang 

mendukung keberadaan Actinomycetes, meskipun jumlah isolat yang diperoleh dalam 

penelitian ini masih terbatas dan teridentifikasi sebagai genus Streptomyces. Perbedaan 

polaritas pelarut (metanol dan kloroform) serta variasi konsentrasi ekstrak belum menunjukkan 

aktivitas antibakteri terhadap E. coli ATCC 25922 dan S. aureus ATCC 25923, sehingga 

perbedaan respons antara bakteri Gram-positif dan Gram-negatif belum dapat diamati. Hasil 

ini memberikan dasar bagi pengembangan penelitian lanjutan melalui optimalisasi metode 

isolasi dan ekstraksi guna meningkatkan potensi perolehan senyawa antibakteri dari 

Actinomycetes. 
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