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UJI KANDUNGAN METABOLIT SEKUNDER AKTINOMISETES 

ASAL RIZOSFER MANGROVE MANOKWARI PAPUA 

Maria Massora 1) , Hermawaty Abubakar 1), Murtihapsari 2), Mey Rumbiak1), Tati1),  
dan  Elvin Ismawaty1) 

Email: ria_massora@yahoo.co.id 

 

ABSTRAK 

 

Papua memiliki lahan Mangrove terluas di Indonesia. Eksplorasi sumberdaya hayati 
Papua, memungkinkan untuk mendapatkan isolat-isolat Aktinomisetes yang menghasilkan 
metabolit sekunder. Metabolit sekunder yang dihasilkan Aktinomisetes berpotensi digunakan 
untuk industri farmasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi Aktinomisetes asal rizosfer 
mangrove Papua Barat serta menguji kandungan metabolit sekundernya. Isolasi Aktinomisetes 
dari sampel tanah rizosfer dilakukan dengan metode pour dan spread plate untuk mendapatkan 
koloni tunggal. Ekstraksi metabolit sekunder dilakukan dengan metode fermentasi. Isolat 
difermentasi selama 11 hari, kemudian diekstraksi dengan pelarut etil asetat.  Uji kandungan 
metabolit sekunder yang meliputi uji alkaloid, saponin, flavonoid, tanin, dan steroid, dilakukan 
dengan metode uji warna dengan beberapa pereaksi. Pada penelitian ini ada 16 isolat 
aktinomisetes yang berhasil diisolasi dan dipurifikasi. Berdasarkan karakterisitik morfologi 
dan fisiologi, isolat-isolat  tersebut merupakan strain Streptomyces spp, Actinomyces spp dan 
Nocardia spp. Hasil uji  menunjukan beberapa aktinomisetes asal mangrove Papua Barat positif 
mengandung metabolit sekunder alkaloid, saponin, flavonoid, dan tanin. Sedang untuk uji 
steroid, dari semua isolat semua menunjukkan hasil negatif. 
 

Kata kunci : Aktinomisetes, Metabolit Sekunder, Mangrove, Rizosfer, Papua. 
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Hutan mangrove merupakan salah satu sumberdaya alam sangat potensial karena hutan 

mangrove memiliki nilai ekonomi yang tinggi dan nilai ekologis yang penting, sehingga 

keberadaannya perlu dilestarikan. Lahan mangrove terluas terdapat di Papua dengan luasan 

sekitar 1.350.600ha (38%), Kalimantan 978.200 ha (28%) dan Sumatera 673.300 ha (19%) 

(Wetland International, 1999 dalam Sihite, 2005). Mangrove memiliki kemampuan khusus 

untuk beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang ekstrim, seperti kondisi tanah yang 

tergenang, kadar garam yang tinggi dan kondisi tanah yang kurang stabil. Untuk bertahan hidup 

dengan kondisi lingkungan tersebut, mangrove mengembangkan beberapa mekanisme 

pertahanan pada bagian akar dengan melepaskan komponen organik dan anorganik yang 

mengakibatkan melimpahnya jumlah dan aktivitas mikrobia di bagian rizosfer akar, yang 

dikenal dengah istilah efek rizosfer (Bolton et al., 1993; Rao, 1994).  

Rizosfer didefinisikan sebagai bagian tanah yang berbatasan dengan akar atau 

dipengaruhi oleh aktivitas akar (Bolton et al., 1993). Pada umumnya populasi mikrobia pada 

rizosfer jauh lebih tinggi dibandingkan populasi pada bagian tanah lainnya. Keanekaragaman 

mikrobia di bagian rizosfer mangrove, khususnya di wilayah pulau pesisir sangat mendukung 

pertumbuhan mangrove  (Yuliana et al, 2012).  

Aktinomisetes merupakan kelompok mikrobia yang paling banyak menghasilkan 

metabolit sekunder seperti antibiotika (Atlas, 1998). Selain itu hasil penelitian Sosovele et al. 

(2012) dan Ismawaty et al. (2013) menunjukkan bahwa isolat aktinomisetes dari yang diisolasi 

dari spons laut dan sedimen mangrove dapat mematikan parasit  P.falcifarum galur 3D7 secara 

in vitro (Sosovele et al. ,2012).  

Metabolit sekunder adalah senyawa kimia yang dihasilkan mikrobia, tumbuhan, atau 

hewan yang tidak secara langsung terlibat dalam pertumbuhan, perkembangan, dan reproduksi. 

Metabolit sekunder merupakan produk spesifik dari setiap spesies. Metabolit sekunder 

biasanya dapat divisualisasi dari warna, bau, dan rasa yang dihasilkan dari senyawa kimia. 

Metabolit sekunder ini dapat dimanfaatkan untuk pembuatan obat, insektisida, pewangi dan 

lain-lain (Sunaryanto, 2011). Penelitian bertujuan untuk mengisolasi Aktinomisetes asal 

rizosfer mangrove Papua Barat serta mengetahui kandungan metabolit sekunder yang 

dihasilkan. 

METODOLOGI 

2.1 Bahan dan Alat 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel rizosfer mangrove yang 

diambil dari Bintuni, Maripi dan Biak Numfor Papua, Medium Bennett’s Agar, Medium Starch 
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Casein Agar (SCA), Medium Yeast Ekstrak Malt Agar (YEMA). Kedua media, masing-masing 

ditambah 1.0 µg ml-1 sikloheksimida dan 50.0 µg ml-1 nistatin untuk meminimalkan 

kontaminasi fungi, Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah penggojok, 

termometer, mikroskop cahaya, cawan petri, inkubator,  autoklaf, dan alat-alat gelas.   

2.2 Isolasi dan Purifikasi Aktinomisetes 

Sampel tanah rizosfer diambil secara aseptis dengan  menggunakan  metode acak. Satu 

gram sampel tanah dimasukkan dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml larutan fisiologis steril, 

kemudian digojok selama lima menit. Suspensi ini merupakan pengenceran 10-1. Suspensi 

tersebut lalu ditempatkan dalam waterbath pada suhu 50-60° C selama 15 menit. Isolasi 

aktinomisetes dilakukan dengan menginokulasikan masing-masing 0.1 ml suspensi  dari 

tingkat pengenceran 10-1 sampai 10-6 ke dalam media SCA dan media YEMA . Isolasi 

aktinomisetes dilakukan dengan metode  pour dan spread plate  untuk mendapatkan koloni 

tunggal. Medium yang telah diinokulasi, diinkubasi pada suhu kamar selama 3 sampai 4 

minggu.  

Koloni yang tumbuh pada media SCA dan YEMA diamati. Setiap koloni aktinomisetes yang 

memiliki kenampakan berbeda diisolasi pada media Bennett’s Agar. Purifikasi dilakukan untuk 

mendapatkan isolat murni  aktinomisetes. 

2.3 Fermentasi, Ektraksi dan Uji Kandungan Metabolit Sekunder 

Fermentasi (Produksi Senyawa Metabolit) 

Metode fermentasi dilakukan berdasarkan metode yang digunakan Rante et al. (2010) 

yang telah dimodifikasi.  Isolat dibuat prekultur dengan cara ditumbuhkan pada labu 

erlenmeyer 500 mL yang mengandung 100 mL medium cair YEM dan diinkubasi pada 

suhu 28°C selama 3 hari. Prekultur (starter) kemudian dipindahkan ke dalam erlenmeyer 

500 mL yang mengandun 100mL medium yang sama. Fermentasi dilakukan pada suhu 28° 

C selama 11 hari pada kondisi tergojok pada laju penggojokan 150 rpm.   

Ekstraksi 

Metode ekstraksi dilakukan berdasarkan metode yang digunakan Rante et al. (2010). 

Setelah fermentasi selama 11 hari, media pertumbuhan mikrobia disaring untuk 

memisahkan biomassa dan cairan fermentasi. Cairan fermentasi diekstraksi 2 kali dengan 

pelarut etilasetat (1:1 v/v) dalam corong pisah selama 20 menit. Ekstrak yang diperoleh 

diuapkan lalu disimpan pada desikator untuk digunakan pada uji  selanjutnya.    

Uji Kandungan Metabolit Sekunder 

Indentifikasi kandungan metabolit sekunder dalam ekstrak dilakukan terhadap 

senyawa-senyawa (Harbone, 1987): 
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Uji Alkaloid 
Ekstrak sebanyak 1 mL ditambah dengan 5 mL HCl 2 N dipanaskan 15 menit. Setelah 

itu, didinginkan dan di saring lalu diambil filtratnya. Filtrat dibagi ke dalam 3 tabung rekasi 
tabung 1 sebagai blangko, tabung 2 ditambah dengan reagen Mayer dan tabung 3 ditambah 
dengan reagen  Dragendroff. Jika terdapat endapan maka positif mengadung alkaloid. 

Uji Saponin 
Ekstrak sebanyak 1 mL ditambahkan H2O 5 mL panaskan 30 menit lalu di dinginkan 

kemudian disaring setelah dikocok dan didiamkan 15 menit jika busanya tidak hilang 
selama didiamkan 15 menit maka positif mengandung saponin. 

Uji Tanin 
Sebanyak 1 mL ekstrak  ditambahkan air 5 mL panaskan 30 menit, lalu didinginkan 

dan disaring kemudian ditambahkan FeCl3 1%. Perubahan warna hijau, hijau kebiruan atau 
biru kehitaman atau ada endapan maka positif mengandung tanin. 

Uji Flavonoid 
Ekstrak diambil 1 mL ditambahkan etanol 10 mL dipanaskan kemudian disaring lalu 

diambil filtratnya dan dibagi dalam 2 tabung reaksi. Tabung 1 sebagai blangko, tabung 2 
ditambah 10 tetes HCl pekat dan serbuk Magnesium. Jika terjadi perubahan warna merah 
sampai ungu, hijau, kuning atau biru maka uji dikatakan positif flavonoid.  

Uji Triterpenoid / Steroid 
Ekstrak sebanyak 1 mL ditambahkan metanol lalu dipanaskan 10 menit disaring 

kemudian ditambahkan pelarut Lieberman Bouchard. Perubahan warna merah atau unggu 
adalah triterpenoid dan warna hijau adalah steroid. 

2.4 Karakterisasi Morfologi dan Fisiologi Isolat Aktinomisetes 

Actinomisetes yang berpotensi diseleksi berdasarkan karakter morfologi dan fisiologi. 

Karakterisasi morfologi terdiri dari pengamatan mikroskopik dan makroskopik. Karakter 

mikroskopik dilakukan dengan metode Slide Cultur . Struktur micelium, warna dan susunan 

konidia serta artrospora pada micelium diamati dengan menggunakan minyak imersi (1000X). 

Karakterisasi dilakukan berdasarkan buku Determinasi Bergey’s Manual of Determinatif 

Bacteriologi  (Holt,2000). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pada penelitian ini ada 16 isolat aktinomisetes yang berhasil diisolasi dan dipurifikasi 

pada medium SCA dan YEMA(Tabel 1). 

Tabel 1 Isolat Aktinomisetes yang berhasil diisolasi dan purifikasi 

No. Kode Isolat Media Jenis 
Mangrove 

Lokasi 

1 TM1 SCA Rhizopora sp Maripi
2 TM2 SCA Bruguera sp Maripi
3 TM3 YEMA Rhizopora sp Maripi
4 MB1 SCA Rhizopora sp Biak Numfor
5 MB2 YEMA Sonneratia Biak Numfor
6 MB3 SCA Bruguera sp Biak Numfor
7 EB1 SCA Xylocarpus sp Bintuni
8 EB2 YEMA Bruguera sp Bintuni
9 EB3 SCA Xylocarpus sp Bintuni
10 EB4 SCA Ceriops sp Bintuni
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11 EB5 SCA Sonneratia sp Bintuni
12 EB6 YEMA Sonneratia sp Bintuni
13 EB7 YEMA Xylocarpus sp Bintuni
14 EB8 SCA Bruguera sp Bintuni
15 EB9 YEMA Bruguera sp Bintuni
16 EB10 SCA Ceriops sp Bintuni

 

Medium starch-casein sangat cocok digunakan untuk isolasi aktinomisetes (Pisano et 

al.1989). Untuk proses pertumbuhannya  Aktinomisetes mampu menghidrolisis pati menjadi 

glukosa dengan mudah dan cepat. Di sisi lain mikrobia kontaminan tumbuh lambat dalam 

medium pati tanpa penambahan glukosa. Medium starch-casein agar memiliki keunggulan 

medium agar yang putih, sehingga memudahkan untuk mengamati hifa horisontal dan adanya 

zat pewarna yang dihasilkan oleh aktinomisetes. Selektifitas medium terhadap aktinomisetes 

dapat ditingkatkan dengan penambahan antibiotik dan pra-perlakuan untuk menekan bakteri 

dan fungi kontaminan.  

Praperlakuan pemanasan dilalukan untuk menekan pertumbuhan bakteri kontaminan 

yang biasanya akan tumbuh pada awal inkubasi. Hal yang sama dilakukan oleh Sembiring et 

al. (2000), pemanasan suspensi sampel pada suhu 65°C selama kurang lebih dari 15 menit 

dengan kombinasi penambahan 1.0 µg ml-1 sikloheksimida dan 50.0 µg ml-1 nistatin untuk 

menekan pertumbuhan mikrobia kontaminan .  

Fermentasi, Ektraksi dan Uji Kandungan Metabolit Sekunder 

 Senyawa metabolit sekunder diperoleh dari filtrat menggunakan metode fermentasi. 

Setiap mikrobia memiliki profil fermentasi yang khas. Perubahan pH medium, konsumsi gula, 

nitrogen, biomass  dapat menggambarkan kondisi fermentasi mikrobia tersebut. Berdasarkan 

hasil penelitian Rante, et al, periode fermentasi optimal untuk mensekresikan senyawa 

metabolit sekunder pada isolat adalah 11 hari.  

Pada fase adaptasi (fase lag), tidak terjadi pertumbuhan sel. Walaupun medium awal 

fermentasi sudah mengandung glukosa, namun pertumbuhan sel mikroba masih memerlukan 

tahap adaptasi. Adanya perbedaan komposisi medium vegetatif dengan medium fermentatif 

menyebabkan sistem metabolisme mikroba menjadi berubah, sehingga dibutuhkan waktu 

untuk menyesuaikan kondisi medium yang baru (Wang et al. 1979), oleh karena itu dalam 

penelitian ini sebelum fermentasi dilakukan prekultur. Fase eksponensial (fase logaritmik) 

ditandai dengan pertumbuhan massa sel yang cepat yang diiringi dengan penurunan kadar gula 

dalam medium. Pada fase ini laju pertumbuhan atau reproduksi selular mencapai titik 

maksimum (Stanbury dan Whitaker 1984). Menipisnya konsentrasi substrat dalam medium 

fermentasi mengakibatkan pertumbuhan sel mulai menurun. Pada fase ini terjadi penumpukan 



  xvii

17 
 

 
YOGYAKARTA

31 OKTOBER 2015

produk-produk metabolisme yang dapat menghambat laju pertumbuhan, selanjutnya mikrobia 

masuk fase pada tahap stasioner. Pada fase stasioner pertumbuhan selular berhenti dan 

menyebabkan terjadinya modifikasi struktur biokimiawi sel serta terjadi produksi metabolit 

sekunder (Mangunwidjaja dan Suryani 1994). Fase ini merupakan tahapan penting dalam 

produksi metabolit sekunder. Mekanisme reaksi enzim dalam metabolisme yang pada awalnya 

lebih banyak mendukung pertumbuhan sel akan berubah menjadi metabolisme pertahanan diri 

(Wang et al, 1979). 

Setelah fermentasi, kemudian dilanjutkan dengan ekstraksi metabolit sekunder dengan 

menggunakan etil asetat. Menurut Harborne (1996), untuk memperoleh ekstrak yang 

mengandung senyawa non-polar dapat digunakan pelarut yang sifatnya non-polar seperti etil 

asetat. Kelebihan pelarut ini adalah bersifat spesifik untuk senyawa non-polar. Etil asetat dapat 

melarutkan air hingga 3% dan memiliki kelarutan 8% di dalam air pada suhu ruang.  

Bioaktivitas isolat aktinomisetes sangat dipengaruhi oleh kandungan metabolit 

sekunder yang  yang dihasilkan setiap isolat. Hal ini akan menentukan aktivitas farmakologis 

isolat tersebut.  Hasil uji kandungan metabolit sekunder dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 2. Hajil Uji Kandungan Metabolit Sekunder 

No Kode Isolat 
Uji 

Alkaloid Saponin Steroid Flavonoid Tanin 

1 TM1 (+++) (+++) (-) (+++) 
(+++) 

2 TM2 
(+++) 

 
(+++) (-) (+++) (++) 

 

3 TM3 
(+) 

 
(+++) (-) (-) 

(++) 

4 MB1 (+++) 
(+++) (-) (+++) 

(+) 

5 MB2 
(+) 

 
(+++) (-) (-) 

(+) 

6 MB3 
(+) 

 
(++) (-) (-) 

(+) 

7 EB1 (+) 
(+++) (-) (+++) 

(+) 

8 EB2 
(++) 

 
(+++) (-) (+++) 

(-) 

9 EB3 (+++) 
(+++) (-) (+++) 

(++) 

10 EB4 
(+++) 

 
(+++) (-) (++) (+) 

 

11 EB5 (+) 
(+++) (-) (+++) (+++) 

 

12 EB6 
(+++) 

 
(++) (-) (+) (-) 

 

13 EB7 
(++) 

 
(+) (-) (++) (+) 

 
14 EB8 (++) (++) (-) (+++) (++) 
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15 EB9 
(+++) 

 
(+++) (-) (+) (+++) 

 

16 EB10 
(+) 

 
(+++) (-) (-) (++) 

 
    Ket:  -  : Negatif ,   + :  Positif  lemah,  ++ :  Positif  Sedang, +++ :  Positif  Kuat  

Uji positif alkaloid pada ekstrak ditandai dengan adanya spot berwarna biru yang tampak pada 

cahaya UV 366 nm. Pada UV 366 nm noda berflouresensi dan lempeng berwarna gelap. Penampakan 

noda pada lampu UV 366 nm karena adanya daya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor 

yang terikat oleh auksokrom yang ada pada noda tersebut.  

Flavonoid ditemukan positif yang ditandai dengan perubahan larutan menjadi merah bata ketika 

dilakukan uji dengan penambahan logam Mg dan HCl pekat. Penambahan HCl pekat dalam uji 

flavonoid digunakan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi aglikonnya yaitu dengan menghidrolisis 

O- glikosil. Glikosil akan tergantikan oleh H+ dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Reduksi 

dengan Mg dan HCl pekat ini menghasilkan senyawa kompleks yang berwarna merah atau jingga pada 

flavanol, flavon, flavonol dan xanton  (Robinson,  1995).    

Untuk uji steroid semua isolat tidak menghasilkan steroid karena tidak terjadi perubahan warna 

saat ditambahkan pereaksi Liebarmen-Burchard. Menurut Robinson (1995) uji positif steroid bila 

terjadi perubahan warna hijau kebiruan saat ekstrak ditambahkan pereaksi Liebarmen-Burchard. 

 Uji tanin memberikan hasil positif pada ekstrak metanol. Tanin terdiri dari katekin, 

leukoantosianin dan asam hidroksi yang masing-masing dapat menimbulkan warna bila bereaksi 

dengan ion logam.   Warna ini  terbentuk  karena  terbentuknya kompleks antara logam Fe dari FeCI3 

1% dengan gugus hidroksi dari tanin. Terikatnya Fe pada tanin menghasilkan warna hijau kebiruan 

karena gugus hidroksil berkonjugasi dengan ikatan rangkap, sedangkan terikatnya katekin dengan Fe 

tidak memberikan warna yang sama, sebab gugus hidroksil tidak berkonjugasi dengan ikatan rangkap. 

Uji saponin memberikan hasil positif pada ekstrak metanol  yang ditandai dengan 

terbentuknya busa yang stabil hingga 15 menit. Menurut Rusdi (1990) timbulnya  busa  pada  

uji  saponin menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk  buih  

dalam  air  yang  terhidrolisis menjadi  glukosa  dan  senyawa  lainnya 

Berdasarkan morfologi koloni isolat aktinomisetes tersebut dapat dibedakan antara 

Streptomyces spp. dan non-Streptomyces . Koloni aktinomisetes tumbuh perlahan, melekat erat 

pada permukaan media, dan memproduksi spora seperti serbuk. Menurut Holt (1994), salah 

satu ciri khas genus Streptomyces, koloninya diselimuti oleh miselium udara yang bebas dan 

hifa yang dikelilingi oleh selubung (sheath) hidrofobik yang mengarah dari permukaan koloni 

ke udara. Hifa ini pada awalnya putih, lama-kelamaan berubah menjadi berwarna tertentu 

ketika mulai pembentukan spora. Hal ini dapat kita lihat pada isolat TM1 pada awalnya putih  

lama kelamaan menjadi abu-abu (Gambar 1). Selanjutnya koloni tampak memiliki serbuk di 
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permukaannya, hal ini membedakannya dari kebanyakan koloni bakteri , karena perbedaan 

kandungan pigmen dalam selnya, sesuai dengan masing-masing jenis actinomisetes.  

 
Gambar 1. Isolat TM1, Hifa ini pada awalnya putih, lama-kelamaan berubah menjadi berwarna tertentu 

ketika mulai pembentukan spora 
 

 Holt (1994) juga menyatakan bahwa genus Streptomyces menghasilkan pigmen dengan 

kisaran warna yang beragam, bergantung pada warna miselium vegetatif dan miselium udara. 

Genus non-Streptomyces hanya membentuk miselium vegetatif, dan akan tampak lembab di 

atas media agar (tidak membentuk spora aerial). Berdasarkan warna miselium tersebut, 

aktinomisetes dapat dikelompokkan dengan menggunakan standar dari tabel warna (Colour 

Name Chart) dari National Bureau of Standards (NBS). 

 Penggolongan  isolat actinomicetes ke dalam Streptomyces spp. dan non-Streptomyces 

juga didasarkan pada pengamatan rantai spora secara mikroskopis. Morfologi rantai spora 

diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran kuat. Karakteristik  morfologi rantai spora 

Streptomyces spp. mampu membentuk rantai spora aerial dengan morfologi yang beragam 

(seperti rantai, kait, hingga spiral) (Gambar 2A), sedangkan karakteristik morfologi rantai 

spora non-Streptomyces, tidak membentuk rantai spora aerial dan tidak berbentuk rantai, kait, 

atau spiral (Gambar 2B). Hal ini menguatkan data yang diperoleh berdasarkan pengamatan 

morfologi koloni di atas media padat. 

 Berdasarkan karakter tersebut, maka isolat TM1, TM3, MB1,  MB3, EB1, EB2,, EB5, 

EB6, EB7, EB8, dan EB 10, termasuk kelompok Streptomyces spp.,  isolat TM2 dan MB2 

termasuk kelompok Actinomyces spp. (non-Streptomyces) , sedangkan EB3, EB4 dan EB9 

termasuk kelompok Nocardia spp. (non-Streptomyces). 
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(A)                                                                       (B) 

 
Gambar 2. Morfologi rantai spora (A) Streptomyces spp. dan (B) non-Streptomyces,   

            berdasarkan hasil pengamatan secara mikroskopik (perbesaran 400×) 
 

KESIMPULAN 

. Pada penelitian ini ada 16 isolat aktinomisetes yang berhasil diisolasi dan dipurifikasi. 

Berdasarkan karakterisitik morfologi dan fisiologi, isolat-isolat  tersebut merupakan strain 

Streptomyces spp, Actinomyces spp dan Nocardia spp . Hasil uji  menunjukan beberapa 

aktinomisetes asal mangrove Papua Barat positif mengandung metabolit sekunder alkaloid, 

saponin, flavonoid, dan tanin. Sedang untuk uji steroid, dari semua isolat semua menunjukkan 

hasil negatif. 
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