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ABSTRACT 

Actinomycetes endophytes are bacteria that live in plant tissues and are known as secondary metabolites 
that have activity as an antibacterial. This study was conducted to isolate Actinomycetes endophytes from 
vetiver plant tissue (Vetiveria zizanioides) and test for the activity of antibacterial compounds against 
Staphylococcus aureus and Escherichia coli by using diffusion method. Actinomycetes endophytes 
successfully isolated were isolates of RTP-1, RTP-2 and RTP-3. The results of antibacterial compound 
activity test showed that the three Actinomycetes endophytic isolates were able to inhibit the growth of S. 
aureus and E. coli bacteria. The best inhibitory ability against E. coli bacteria with a drag zone diameter 
of 20 mm while the largest inhibitory zone diameter against S. aureus bacteria was 9 mm. 
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1 PENDAHULUAN 
Penyakit akibat infeksi merupakan salah 

satu masalah dalam bidang kesehatan yang 
terus berkembang. Beberapa mikroorganisme 
penyebab infeksi diantaranya virus, jamur, 
protozoa dan bakteri. Salah satu cara 
meminimalisir penyakit infeksi yaitu dengan 
penggunaan antibiotik. Namun banyak 
mikroba yang mengalami resistensi terhadap 
antibiotik. Banyaknya kejadian resistensi 
mendorong dilakukannya eksplorasi antibiotik 
baru sebagai upaya mengatasi masalah 
resistensi ini. Sumber utama penghasil 
antibiotik berasal dari fungi (Worang, 2003), 
bakteri (Suarsana et al., 2001) dan 
Actinomycetes (Oskay et al., 2004). 

Actinomycetes merupakan bakteri Gram 
positif berbentuk batang yang umumnya hidup 
di tanah (Waluyo, 2009), namun ada juga 
ditemukan pada jaringan tanaman (batang, 
daun, akar) sehat dan menghasilkan sumber 
senyawa bioaktif yang memberi lebih banyak 

keuntungan seperti produksi antibiotik, 
antikanker, antibakteri, dan fitohormon yang 
disebut Actinomycetes endofit (Bailey et al., 
2006;.Clegg & Murray, 2002). 

Beberapa penelitian telah dilakukan 
sebelumnya untuk mengisolasi 
Actinomycetesendofit dari jaringan 
tanaman.Cao et al. (2004) telah menemukan 
isolat Streptomyces dari akar tanaman tomat 
diketahui telah memberi manfaat sebagai 
pengendali penyakit infeksi dengan 
kemampuannya dalam menghasilkan senyawa 
antibakteri. Penelitian yang dilakukan Castillo 
et al. (2002) menunjukkan bahwa 
Streptomyces NRRL 30562 dari tanaman 
Kennedia nigriscans menghasilkan 
munumbisin (antibiotik) dan munumbisin D 
(antimalaria), sedangkan penelitian Strobel et 
al. (2004) menyebutkan bahwa Serratia 
marcescens dari tanaman Rhyncholacis 
penicillata menghasilkan oosydin A sebagai 
antifungi dan penelitian Beck et al. (2003) 
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telah menemukan senyawa fusarisidin A-D 
sebagai antifungi dari tanaman Triticum 
aestivum yang mewakili family poaceae. 
Tanaman yang termasuk family poaceae 
lainnya yaitu akar wangi 

Akar wangi (Vetiveria zizanioides) adalah 
tanaman tropis sejenis rumput-rumputan 
berukuran besar yang memiliki banyak 
keistimewaan. Tanaman tersebut banyak 
dimanfaatkan sebagai penghasil minyak atsiri 
yang menghasilkan banyak kandungan bioaktif 
seperti antiinflamasi, antiseptik dan obat luka 
(Chomchalow, 2000). Penelitian yang 
dilakukan Ratha et al. (2012), menunjukkan 
bahwa ekstrak tanaman Vetiveria zizanioides 
diketahui mempunyai aktivitas antibakteri 
terhadap Escherichia coli, Klebseilla 
pnemoniae, Salmonella typhii, Staphylococcus 
aureus, dan Vibrio cholera. Berdasarkan hal 
tersebut, diperkirakan, pada tanaman Akar 
Wangi (Vetiveria zizanioides) terdapat 
mikroba aktif seperti Actinomycetes endofit 
yang memproduksi zat antibakteri. Untuk 
mengukur seberapa besar potensi senyawa 
antibakteri dapat memberikan efek bagi 
bakteri patogen, maka dilakukan uji aktivitas 
antibakteri terhadap bakteri taget yaitu .S. 
aureus dan E. coli. 

Batasan Masalah 
Pada penelitian ini penulis hanya 

membatasi pada isolasi Actinomycetes endofit 
dari akar dan daun tanaman Akar Wangi 
(Vetiveria zizanioides) dan melakukan uji 
aktivitas antibakteri terhadap bakteri target 
yaitu Staphylococcus aureus dan Escherichia 
coli. 

Rumusan Masalah 
Eksplorasi Actinomycetes endofit sebagai 

penghasil antibiotik baru dan kemampuannya 
dalam menghasilkan zat antibakteri mulai 
dikembangkan untuk menjawab kebutuhan 
obat di dunia kesehatan, sehingga mendorong 
penulis melakukan isolasi Actinomycetes 

endofit dari jaringan tanaman Akar Wangi 
(Vetiveria zizanioides) yang memiliki potensi 
dalam menghasilkan senyawa antibakteri. 
Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah mengisolasi 
Actinomycetes endofit dari akar dan daun 
tanaman Akar Wangi (Vetiveria zizanioides) 
dan uji aktivitas antibakteri terhadap 
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat 
memberikan informasi mengenai isolat 
Actinomycetes endofit yang diisolasi dari akar 
dan daun tanaman Akar Wangi (Vetiveria 
zizanioides) yang potensial dalam 
menghasilkan senyawa antibakteri terhadap 
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. 

2 METODOLOGI PENELITIAN 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 

April hingga Juni 2017. Sampel tanaman akar 
wangi diambil di Kecamatan Rumbai Pesisir 
dan analisis sampel dilakukan di Laboratorium 
Mikrobiologi Fakultas MIPA dan Kesehatan, 
Universitas Muhammadiyah Riau, Pekanbaru. 

Alat Dan Bahan 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah plastik ziplock, penggaris, Laminar Air 
Flow (LAF), oven (Memmert), inkubator 
(Memmert), autoklaf (All American), 
timbangan analitik (Radwag), kompor listrik 
(Maspion), beaker glass (Pyrex), cawan petri 
(Pyrex), pipet volume 1 ml, erlenmeyer, 
bunsen, cotton swab, tabung reaksi, spatula, 
pinset, ose dan pisau. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini 
adalah sampel akar dan daun V. zizanioides, 
media Starch Casein Agar, Starch Casein 
Broth, media Nutrient Agar, Nutrient Broth, 
antifungi (Nistatin), kertas saring, aquades, 
alkohol 70 %, natrium hipoklorit (NaOCl) 5,25 
%, spiritus, bakteri uji S. aureus dan E. coli 
(diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi 
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Fakultas MIPA, Universitas Muhammadiyah 
Riau) 

Isolasi Actinomycetes Endofit 
Isolasi Actinomycetes endofit dari akar 

dan daun V. zizanioides dilakukan berdasarkan 
metode Coombs & Franco (2003), dimulai 
dengan mengoleksi tanaman dari lapangan 
selanjutnya dibersihkan dari kotoran dengan 
cara mencucinya pada air mengalir. Akar dan 
daun tanaman dipotong secara aseptik dengan 
pisau menjadi potongan-potongan berukuran ± 
1cm. Potongan-potongan tersebut disterilisasi 
dengan cara direndam ke dalam larutan 
alkohol 70 % selama 1 menit, natrium 
hipoklorit (NaOCl) 5,25 % selama 5 menit, 
kemudian direndam kembali ke dalam larutan 
alkohol 70 % selama 1 menit, potongan-
potongan akar dan daun tersebut dibilas tiga 
kali dengan aquades steril. Kemudian, 
potongan akar atau daun dikeringkan dengan 
tisu steril dan dibiarkan selama 2-3 jam. 

Sampel akar dan daun V. zizanioides 
diinokulasi ke dalam cawan petri. Setiap 
cawan petri yang sudah berisi media SCA 
berisi 2 potong akar atau daun. Sebagai 
kontrol, aquades bilasan terakhir diambil ± 1 
ml dan dituang ke dalam media SCA. Sampel 
tanaman yang sudah diinokulasi, selanjutnya 
diinkubasi pada suhu 28 ºC selama 2 minggu 
untuk melihat pertumbuhan Actinomycetes 
endofit. 

Pemurnian Isolat Actinomycetes Endofit 
Pemurnian Actinomycetes endofit 

dilakukan pada setiap koloni yang dianggap 
berbeda berdasarkan morfologi makroskopis 
yang dapat dilihat dari penampakan warna 
meliputi hifa aerial, hifa substrat dan ada 
tidaknya pigmen yang terdifusi ke medium 
(pigmen terlarut) dan memproduksi spora 
seperti serbuk (Susilowati, 2007). 
Actinomycetes endofit tersebut  diambil 
menggunakan ose dan dipindahkan ke media 
SCA yang baru dengan metode streak plate 

untuk mendapatkan isolat murni. Isolat 
diinkubasi pada suhu 28 ºC selama 2 minggu 
(Sembiring et al., 2000). 

Produksi Senyawa Antibakteri  
Isolat murni Actinomycetes endofit yang 

telah diperoleh diambil menggunakan ose 
steril kemudian diinokulasikan ke dalam 
tabung reaksi berisi 9 ml media SCB, 
diinkubasi pada suhu 28 ºC selama 7 hari. 
Pertumbuhan bakteri ditandai dengan 
terbentuknya granul-granul, serta terjadi  
perubahan warna pada media menjadi sedikit 
keruh (Herlina et al., 2010). 

Membuat Suspensi Bakteri Target  
Satu ose biakan bakteri yang telah 

diremajakan di media NA disuspensikan ke 
dalam tabung reaksi berisi 5 ml media NB dan 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 oC. 
Suspensi bakteri tersebut diencerkan 
menggunakan aquades steril sampai 
kekeruhannya setara dengan larutan standard 
Mc.Farland I (biakan cair yang kekeruhannya 
setara dengan 0,5 Mc.Farland I mempunyai 
populasi 1x107 CFU/ml-1x108 CFU/ml) 
(Sutton, 2011). 

Uji Potensi Isolat Sebagai Penghasil 
Antibakteri 

Uji aktivitas antibakteri dilakukan dengan 
menggunakan metode difusi (Susilowati et al., 
2007). Media NA diusap sampai merata 
dengan suspensi bakteri target yang 
kekeruhannya setara dengan 0,5 Mc.Farland I 
menggunakan cotton swab, kemudian kertas 
saring berdiameter 6 mm steril dicelupkan 
selama 5 detik ke dalam suspensi isolat 
Actinomycetes endofit menggunakan pinset 
steril. Potongan kertas saring tersebut 
diletakkan di atas media NA yang telah diusap 
dengan bakteri uji. Selanjutnya seluruh cawan 
diinkubasi pada suhu 28 ºC selama 24 jam. 
Setelah itu dilakukan pengamatan zona hambat 
di sekitar kertas saring yang menunjukkan 
tidak adanya pertumbuhan bakteri. Diameter 
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daerah hambatan dihitung dan ditentukan 
tingkat hambatannya sesuai dengan 
pengkategorian Ambarwati (2007), yaitu zona 
bening dengan diameter <5 mm dikategorikan 
lemah, 5-9 mm dikategorikan sedang, 10-20 
mm dikategorikan kuat, sedangkan zona 
bening dengan diameter >20 mm 
dikategorikan sangat kuat. 

Analisis Data 

Data yang diperoleh dari hasil isolasi 
Actinomycetes endofit dari tanaman Akar 
Wangi (V. zizanioides) disajikan dalam bentuk 
tabel dan gambar, serta dijelaskan secara 
deskriptif berdasarkan ukuran zona hambat. 

3 HASIL DAN PEMBAHASAN 
Hasil isolasi, Actinomycetes endofit dari 

tanaman akar wangi (V. zizanioides) disajikan 
pada (Tabel 1). 

Tabel 1 Hasil isolasi dan karakterisasi morfologi Actinomycetes endofit  

No Isolat 
Organ 

tanaman 

Karakteristik morfologi

Hifa aerial 
Hifa

substrat
Pigmen terlarut spora 

1 RTP-1 Daun Putih Kuning Kekuningan  Serbuk

2 RTP-2 Daun 
Putih merah 

muda
Merah Tidak ada Serbuk 

3 RTP-3 Akar 
Putih 

kecoklatan 
Coklat Tidak ada Serbuk 

Tabel 1 menunjukkan bahwa hasil isolasi 
Actinomycetes endofit dari dalam jaringan 
tanaman akar wangi (V. zizanioides) diperoleh 
sebanyak 3 isolat, dua isolat berasal dari 
jaringan daun dan satu isolat dari jaringan 
akar. Ketiga isolat tersebut adalah isolat RTP-
1, RTP-2 dan RTP-3. Karakteristik morfologi 
makroskopis yang diamati meliputi warna hifa 
aerial, warna hifa substrat, warna pigmen 
terlarut dan memproduksi spora seperti serbuk. 

Hifa aerial merupakan hifa yang menonjol atau 
terbentuk dari permukaan substrat yang 
berfungsi sebagai alat perkembangbiakan. Hifa 
substrat adalah hifa yang terbentuk di bagian 
dasar/bawah dari kultur Actinomycetes 
berfungsi sebagai alat untuk menyerap nutrisi 
sedangkan pigmen terlarut adalah warna yang 
disekresikan oleh kultur ke dalam media 
tumbuh (Gambar 1). 

   (a1) (a2)             (b1) (b2) 
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                      (c1)     (c2) 

Gambar 1 Keragaman morfologi koloni Actinomycetes endofit pada media SCA (a1) warna hifa 
aerialisolat  RTP-1, (a2) warna hifa substrat isolat  RTP-1; (b1) warna hifa aerial isolat RTP-2, 

(b2) warna hifa substrat isolat RTP-2; (c1) warna hifa aerial isolat RTP-3, (c2) warna hifa 
substrat isolat RTP-3 

       Karakteristik morfologi ketiga isolat RTP-
1, RTP-2 dan RTP-3 masing-masing 
menunjukkan warna hifa aerial putih, putih 
merah muda, putih kecoklatan dan warna hifa 
substrat kuning, merah, coklat dan 
memproduksi spora seperti serbuk sedangkan 
yang memiliki kemampuan dalam 
menghasilkan warna pigmen terlarut pada 
medium yaitu isolat RTP-1 dimana warna awal 
medium bening tidak berwarna berubah 
menjadi kekuningan. Perubahan warna yang 
terjadi pada medium ini disebabkan adanya 
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan 
Actinomycetes endofit. Miyadoh dan Otoguro 
(2004) mengatakan bahwa spora 
Actinomycetes akan berkembang menjadi 
miselium dan mampu mengubah warna 
medium (terdifusi) apabila nutrisi, kelembaban 
udara, suhu, serta kondisi lainnya memenuhi 
untuk kehidupannya, sehingga lebih dominan 
menghasilkan metabolit sekunder dan 
pertumbuhan sel. Berdasarkan penelitian Amal 
et al. (2011), menunjukkan bahwa pigmen 
tedifusi Actinomycetes biasanya terdiri dari 
beragam warna seperti gradasi biru, ungu, 
merah, kuning, coklat, dan hitam. 

Hasil pengamatan menunjukkan adanya 
perbedaan warna pigmen yang dihasilkan 
diantara ketiga isolat, hal ini terjadi karena 

masing-masing isolat memiliki peran biologis 
yang berbeda seperti antibiotik, antitumor, 
antifungi, antiinflamasi dan vitamin. Lo et al. 
(2002) menyatakan bahwa keanekaragaman 
warna Actinomycetes disebabkan adanya 
pigmen rantai spora yang dimiliki 
Actinomycetes, hifa akan berubah menjadi 
warna tertentu apabila terjadi pembentukan 
spora, sehingga diperoleh warna yang berbeda. 
Pigmen yang dihasilkan tersebut memiliki 
kemampuan biologis seperti antibiotik, 
antitumor, vitamin dan lain-lain. 

Produksi Actinomycetes endofit dari 
tanaman akar wangi dilakukan menggunakan 
media SCB selama 7 hari bertujuan untuk 
menghasilkan metabolit sekunder yang 
ditandai dengan terbentuknya granul dan 
perubahan media menjadi sedikit keruh 
(Lampiran 2). Menurut Khamma et al. (2008) 
waktu fermentasi pada media cair paling baik 
untuk pertumbuhan Actinomycetes yaitu 7-14 
hari, sehingga metabolit sekunder yang 
dihasilkan lebih optimum. 

Uji Aktivitas Senyawa Antibakteri 
Terhadap S. aureus danE. coli 

Hasil uji aktivitas senyawa antibakteri 
serta pengukuran zona bening isolat 
Actinomycetes endofit terhadap bakteri target 
(S. aureus dan E. coli) disajikan pada Tabel 2. 
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Tabel 2 Hasil uji aktivitas antibakteri terhadap S. aureus dan E. Coli

No Isolat 

Zona Hambat Terhadap Bakteri Uji (mm) 

S. aureus Kategori E. coli Kategori 
1 RTP-1 1 mm Lemah  20 mm Kuat 

2 RTP-2 9 mm Sedang 4 mm Lemah 
3 RTP-3 7 mm Sedang 9 mm Sedang 

Uji antagonis antibakteri ketiga isolat 
RTP-1, RTP-2 dan RTP-3 masing-masing 
terhadap S. aureus menghasilkan zona 
hambat sebesar 1 mm, 9 mm dan 7 mm. 
sedangkan terhadap E. coli menghasilkan 
zona hambat sebesar 20 mm, 4 mm, dan 9 

mm dengan pengkategorian kuat, sedang 
dan lemah. Diameter zona hambat terbesar 
terhadap S. aureus dihasilkan oleh isolat 
RTP-2 yaitu 9 mm sedangkan diameter zona 
hambat terbesar terhadap E. coli dihasilkan 
oleh isolat RTP-1 yaitu 20 mm (Gambar 2)

(a) (b)     (c) 

(d) (e)           (f) 

Gambar 2 Uji aktivitas antibakteri pada media NA dengan masa inkubasi 24 jam 
a. Penghambatan isolat RTP-1 terhadap S. Aureus
b. Penghambatan isolat RTP-2 terhadap S. aureus
c. Penghambatan isolat RTP-3 terhadap S. Aureus
d. Penghambatan isolat RTP-1 terhadap E. coli
e. Penghambatan isolat RTP-2 terhadap E. coli
f. Penghambatan isolat RTP-3 terhadap E. coli

Hasil uji aktivitas antibakteri isolat 
Actinomycetes endofit dalam menghambat 
bakteri Gram positif S. aureus lebih kecil 
dibandingkan dengan bakteri Gram negatif E. 
coli, hal ini disebabkan adanya perbedaan 

struktur dinding sel kedua jenis bakteri 
tersebut. Bakteri Gram negatif memiliki 
lapisan peptidoglikan tipis sehingga lapisan 
dinding sel akan mudah dirusak oleh senyawa 
antibakteri yang dihasilkan. Menurut Radji 
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(2011), dinding sel bakteri Gram positif terdiri 
atas beberapa lapisan peptidoglikan yang 
membentuk struktur yang tebal dan kaku serta 
mengandung substansi dinding sel yang 
disebut asam teikoat, sedangkan dinding sel 
bakteri Gram negatif terdiri atas satu atau lebih 
lapisan peptidoglikan yang tipis, sehingga 
dinding sel bakteri Gram negatif lebih rentan 
terhadap guncangan fisik seperti pemberian 
antibiotik atau bahan antibakteri lainnya. 

Zona hambat yang terbentuk diasumsikan 
karena adanya senyawa antibakteri hasil 
metabolit sekunder yang disekresikan ke 
media yang dapat menghambat pertumbuhan 
dan membunuh bakteri patogen. Susilowati et 
al. (2007) menyatakan bahwa semakin banyak 
senyawa antibakteri yang disekresikan ke 
media semakin besar zona hambatnya. 

Selain menghasilkan senyawa antibakteri, 
isolat Actinomycetes endofit diduga memiliki 
kandungan senyawa lain seperti antikanker, 
antiinflamasi, fitohormon dan antifungi. Das et 
al. (2003) mengemukakan bahwa 
Actinomycetes endofit yang diisolasi dari 
tanaman Trengguli (Cassia fistula L.) 
merupakan bakteri yang potensial 
menghasilkan berbagai macam metabolit 
sekunder seperti alkaloid, flavonoid, saponin 
dan lain-lain yang memiliki aktifitas biologis 
sebagai antikanker, dan antifungi. Kandungan 
senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan 
kurang lebih sama dengan yang dihasilkan 
oleh V. zizanioides.  

V. zizanioides menghasilkan senyawa 
metabolit sekunder seperti flavonoid, alkaloid, 
tanin dan saponin yang berfungsi menghambat 
atau membunuh pertumbuhan mikroorganisme 
patogen (Massardos et al.2005). Mekanisme 
kerja senyawa flavonoid yaitu dengan cara 
mendenaturasi protein sel mikroorganisme dan 
merusak membran sel tanpa dapat diperbaiki 
lagi. Senyawa alkaloid memiliki mekanisme 
penghambatan dengan cara mengganggu 
komponen penyusun peptodoglikan, sehingga 

lapisan dinding sel tidak terbentuk secara utuh 
dan menyebabkan kematian sel tersebut 
(Juliantina et al., 2008). Tanin memiliki peran 
sebagai antibakteri dengan cara mengikat 
protein sehingga pembentukkan dinding sel 
akan terhambat (Hateet et al., 2014). Saponin 
memiliki peran mengurangi permeabilitas 
membran sel yang mengakibatkan sel 
kekurangan nutrisi, sehingga pertumbuhan 
mikroorganisme patogen terhambat atau mati 
(Rahmawati, 2009) 

4 KESIMPULAN DAN SARAN 
Berdasarkan hasil penelitian dapat 

disimpulkan bahwa: 

1. Diperoleh 3 isolat Actinomycetes 
endofit dalam jaringan tanaman akar 
wangi (V. zizanioides) yaitu isolat 
RTP-1 dan RTP-2 dari jaringan daun 
dan RTP-3 dari jaringan akar. 

2. Isolat RTP-1 memiliki aktivitas 
antibakteri terhadap S. aureus sebesar 1 
mm (lemah), E. coli sebesar 20 mm 
(kuat), isolat RTP-2 terhadap S. aureus 
sebesar 9 mm (sedang), E. coli sebesar 
4 mm (lemah), dan isolat RTP-3 
terhadap S. aureus sebesar 7 mm 
(sedang), E. coli sebesar 9 mm 
(sedang). 

Saran  
Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk 

karakterisasi kondisi pertumbuhan (pH, suhu, 
media) optimum untuk produksi senyawa 
metabolit sekunder. 
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