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ABSTRAK

Nama : Arif Nurkanto
Program studi : Pascasarjana Biologi
Judul tesis : Penapisan Actinomycetes Asal Raja Ampat, Papua

Penghasil Antimikroba dan Antikanker, dan Identifikasi
Molekuler Isolat-Isolat Terpilih.

Penelitian bertujuan memperoleh identitas isolat-isolat actinomycetes dari Raja
Ampat, Papua penghasil antimikroba dan antikanker dengan aktivitas tertinggi.
Penapisan aktivitas antimikroba dilakukan menggunakan metode difusi agar
terhadap bakteri (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus) dan khamir (Candida albicans dan Saccharomyces
cerevisiae). Metabolit dari isolat terpilih yang memiliki aktivitas antimikroba
tertinggi dianalisis lanjut. Nilai Minimum inhibitor concentration (MIC) dari
senyawa murni yang diproduksi isolat terpilih terhadap mikroba diukur
menggunakan metode mikrodilusi. Kebocoran asam nukleat dan protein dari
mikroba uji dideteksi dengan menggunakan metode spektrofotometri pada
panjang gelombang 260 dan 280 nm. Kebocoran urasil dianalisis menggunakan
HPLC. Perubahan morfologi diamati menggunakan scanning electron microscope
(SEM). Uji sitotoksik dilakukan terhadap 6 sel kanker (MCM-B2, Leukemia,
T47D, Hela, A549, dan WiDr) dan satu sel normal (\Vero) menggunakan metode
trypan blue dan MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). Sebanyak sembilan isolat potensial penghasil antimikroba tertinggi
(BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, RC-SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-22-1, BL-06-5, BL-
22-3, dan BL-22-5) diidentifikasi berdasarkan data sekuen penuh gen 16S rRNA
(= 1.500 PB). Hasil penelitian menunjukkan 44 % isolat actinomycetes memiliki
aktivitas antimikroba. Senyawa F.5.1 merupakan senyawa murni yang diproduksi
oleh isolat terpilih BL-22-5. Nilai MIC senyawa tersebut terhadap mikroba uji
berkisar 16 -- 64 pug/ml. Aktivitas antifungi senyawa F.5.1 lebih tinggi
dibandingkan antibakteri. Senyawa F.5.1 menyebabkan kebocoran protein, asam
nukleat, dan urasil pada mikroba uji. Nilai 1Cs senyawa F.5.1 berkisar 0,02 --
3,81 pg/ml terhadap sel kanker dan >30.000 pg/ml untuk sel normal. Isolat RC-
SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-22-3, dan BL-22-5 teridentifikasi sebagai
Streptomyces costaricanus (100 %), Streptomyces costaricanus (99,8 %),
Streptomyces parvulus (98,6 %), dan Streptomyces badius (98,9 %). Lima isolat
teridentifikasi sebagai Streptomyces spp. (BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, BL-22-1
dan BL-06-5) dan menjadi kandidat spesies baru karena memiliki nilai homologi
yang rendah terhadap spesies terdekatnya (93,9% -- 97,4 %).

Kata kunci : actinomycetes, antikanker, antimikroba, gen16S rRNA, Raja Ampat

Xiv Universitas Indonesia
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ABSTRACT

Name : Arif Nurkanto
Study of programe  : Magister Biology

Thesis title : Screening of Antimicrobial and Anticancer Activities of
Actinomycetes Isolated from Raja Ampat, Papua and
Molecular Identification of Selected Isolates.

The objective of this research was to obtain the identity of actinomycetes isolates
from Raja Ampat, Papua-producing antimicrobial and anticancer with the highest
activity. Antimicrobial screening was conducted based on agar diffusion method
against bacteria (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus) and yeast (Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae).
Metabolite from selected isolates with the highest antimicrobial activity was
chosen for subsequent analysis. Minimum inhibitor concentration (MIC) value
against microbial tested of pure bioactive compound was determined using
microdilution method. Leakages of nucleic acids and proteins from microbial
tested were detected using UV-vis spectrophotometer method on 260 and 280 nm
wavelengths. Uracil Leakage was analyzed using HPLC. Morphological changes
were observed using a scanning electron microscope (SEM). Determination of
cytotoxic activity was conducted in 6 cell lines (MCM-B2, Leukemia, T47D,
HelLa, A549, and WiDr) and normal cell (\VVero) using trypan blue and MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) methods. Nine
selected isolates with the highest antimicrobial activity (BL-36-1, BL-20-2, BL-
14-2, RC-SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-22-1, BL- 06-5, 22-3-BL and BL-22-5)
were identified based on full sequence of 16S rRNA gene (1,500 bp). The results
showed 44% of isolates of actinomycetes have antimicrobial activity. F.5.1 is a
compound produced by the selected isolate (BL-22-5). MIC values of this
compound against tested microbes in range of 16 -- 64 pg/ml. Antifungal activity
from F.5.1 compound was higher than antibacterial activity. F.5.1 compound
caused leakage of proteins, nucleic acids, and uracil on tested microbes. Inhibitor
concentration 50% (ICsp) value in the range of 0.02 -- 3.81 pg/ml against cancer
cells and > 30,000 pg/ml for normal cells. Isolate RC-SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-
22-3, and BL-22-5 have been identified as Streptomyces costaricanus (100%),
Streptomyces costaricanus (99.8%), Streptomyces parvulus ( 98.6%), and
Streptomyces badius (98.9%), respectively. Five isolates (BL-36-1, BL-20-2, BL-
14-2, BL-22-1 and BL-06-5) were identified as Streptomyces spp. and can be
presumed as candidates for new species because of the low homology value to
their closest related species (93.9 % -- 97.4%).

Keywords : actinomycetes, anticancer, antimicrobial, Raja Ampat, 16S rRNA
gene.
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SUMMARY

Diseases caused by infection of microorganisms and cancers have been
increasing progressively for the past decades. However, the number and variety of
drugs available in the market are not enough to overcome the new emerging
diseases. This research was aimed to obtain antimicrobial and anticancer
compounds which were focused on microbial natural products. Microorganisms,
especially actinomycetes, are known as potential natural product sources and
provide us many important bioactive compounds with commercial value.

Problems in this research were obtained many actinomycetes isolates from
Raja Ampat, Papua but antimicrobes and anticancer from these isolates have been
unknown. Antimicrobes distribution based on sources, both soil and leaf litters,
have also never been knew. ldentity of actinomycetes isolates preserved and
deposited were uncompleted. Screening of actinomycetes producing antimicrobial
and anticancer and identification of selected isolates in this research were
expected to solve some problems mentioned. The objective of this research was to
obtain the identity of actinomycetes isolates from Raja Ampat, Papua, producing
antimicrobial and anticancer with the highest activity.

We have divided our results of this research into two separated papers.

The first paper was Antimicrobial and anticancer screening of soil and leaf litter’s
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actinomycetes isolated from Raja Ampat. The second paper was Identification of
selected actinomycetes with antimicrobial activity from Raja Ampat, Papua.

We conducted antimicrobial screening of actinomycetes isolates collected
from Raja Ampat, Papua. Actinomycetes were isolated from soil and leaf litter
samples collected by Nurkanto et al. (2008). Metabolites from one hundred
actinomycetes isolates were extracted using organic solvent (ethyl acetate :
methanol) and water solvent. These metabolites were screened for their
antimicrobial activities against bacteria (Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, and Micrococcus luteus) and yeasts (Candida albicans
and Saccharomyces cerevisiae). Antimicrobial screening was conducted using
agar diffusion method.

Nine selected isolates with the highest antimicrobial activity were selected
from this research and were identified based on 16S rRNA gene sequences data.
Six primers (20F, 520F, 920F, 1500R, 920R, and 520R) were used in this
research. Sequence similarity was searched by Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) program. Metabolite from selected isolate with the highest
antimicrobial activity was chosen for subsequent analysis. Metabolite was purified
by column chromatography and Sephadex® LH-20 method then evaluated using
HPLC and LCMS. This pure metabolite obtained was used in Minimum inhibitor
concentration (MIC), leakage of protein, nucleic acid, uracil, and morphological
changes analyses to tested microbes. Cytotoxic analysis to cancer also conducted
using this pure metabolite.

Minimum inhibitor concentration (MIC) value against tested microbes of
pure bioactive compound was determined using microdilutin method. Leakages of
nucleic acids and proteins were detected using UV-vis spectrophotometer method
on 260 and 280 nm wavelengths. Uracil Leakage was analyzed using HPLC.
Morphological changes and cell necrosis were observed using a scanning electron
microscope (SEM). Determination of cytotoxic activity was conducted in 6 cell
lines (MCM-B2, Leukemia, T47D, HeLa, A549, and WiDr) and normal cell
(Vero) using trypan blue and MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) methods.
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Our research showed that 44 isolates were found to have antimicrobial
activities. The isolate BL-22-5 was selected for further study. It showed the
highest antibacterial and antifungal activity. We had obtained pure major
bioactive compound (F.5.1) produced by isolate BL-22-5. MIC values against
bacterial and fungal isolates from pure bioactive compound of F.5.1 in the range
of 16 -- 64 pg/ml. These results indicated leakages of protein, nucleic acid and
uracil of microbial cells (E. coli, B. subtilis, S. cerevisiae, C. albicans and
A. niger) after treated with the pure metabolite F.5.1. Treatment using metabolite
F.5.1 also caused morphological changes and necrotic in microbial cells. Inhibitor
concentration (I1Csp) values for cancer cell lines in the range of 0.02--3.81 pg/ml
and > 30,000 pg/ml for normal cell. From our study, we found pure metabolite
F.5.1 produced by isolate BL-22-5 had higher activity than commercial
anticancer doxorubicin and was not toxic to normal cell.

Nine most potent isolates selected were BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, RC-
SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-22-1, BL-22-3, and BL-22-5 as antibacteria and
antifungi and BL-06-5 as antifungi. These isolates showed high sequence
similarities to Streptomyces mobaraensis (95.2%), Streptomyces violarus (97.4%),
Streptomyces kanamyceticus (93.9%), Streptomyces costaricanus (100%),
Streptomyces costaricanus (99.8%), Streptomyces labedae (94.6%), Streptomyces
parvulus (98.6%), and Streptomyces badius (98.9%), respectively. Isolate BL-06-
5 has similaritiy with Streptomyces kunmingensis (96.2%). Morphological and
physiological characterizations of those 9 isolates were performed in this research.

This research obtained one actinomycetes isolate with antibacterial,
antifungal and anticancer activity. Results of this research have the potential to be
developed for new drug as both antimicrobes and anticancer. From this study we
also found five novel species candidates from genus Streptomyces ( isolate BL-
36-1, BL-20-2, BL-14-2, BL-22-1, and BL-06-5) because of their low sequence

similarity with the closest species and require more detail analyses.

xvii + 116 pages; 30 plates, 16 tables, 16 appendixes
Bibliography : 145 (1963 — 2012)
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PENGANTAR PARIPURNA

Kasus penyakit infeksi mikroorganisme dan penyakit kanker semakin
meningkat secara progresif dari tahun ke tahun (Anand et al. 2008; National
Cancer Institute 2010; WHO 2011). Salah satu penyebab peningkatan penyakit
tersebut adalah bertambahnya mikroorganisme patogen dan tingkat resistensi.
Peningkatan kasus penyakit tersebut diikuti dengan peningkatan kebutuhan obat.
Akan tetapi, jumlah dan jenis obat yang tersedia di pasaran jauh lebih rendah
dibandingkan dengan kebutuhan obat yang tinggi (Phoebe et al. 2001; Donaldio et
al. 2010; Pozzi et al. 2011).

Kebutuhan obat yang tinggi mendorong perlu dilakukannya pencarian
senyawa antimikroba dan antikanker baru secara intensif. Penelitian untuk
memperoleh senyawa antimikroba dan antikanker secara umum difokuskan pada
bahan alam. Bahan alam dapat diperoleh dari tumbuhan, hewan, dan
mikroorganisme (Newman et al. 2000; Dewick 2002; Newman & Cragg 2004).
Bahan alam yang bersumber dari mikroorganisme menjadi pilihan penting karena
berbagai pertimbangan. Mikroorganisme dapat memproduksi senyawa aktif dalam
waktu cepat, mudah dimanipulasi, dan tidak memerlukan tempat luas dalam
produksinya (Madigan et al. 2003).

Indonesia merupakan salah satu negara tropis dengan biodiversitas tertinggi
di dunia termasuk mikroorganisme, khususnya actinomycetes (Lisdiyanti et al.
2010; Otoguro et al. 2010). Eksplorasi keanekaragaman actinomycetes di
beberapa kawasan di Indonesia selama 5 tahun (2002-2006) yang dilaporkan oleh
Widyastuti dan Ando telah berhasil mengoleksi sekitar 3.000 isolat
actinomycetes. Sebanyak 57 genus actinomycetes diperoleh dari sampel tanah dan
33 genus actinomycetes dari sampel serasah. Eksplorasi actinomycetes di
Indonesia menghasilkan rata-rata jenis baru sebesar 23 % dari total isolat yang
dikoleksi (Widyastuti & Ando 2009). Walaupun demikian, eksplorasi senyawa
antimikroba dan antikanker dari actinomycetes di Indonesia belum banyak
dilakukan.
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Actinomycetes merupakan mikroorganisme yang paling banyak
menghasilkan senyawa antimikroba dibandingkan mikroorganisme lain ataupun
sumber alami lain termasuk tumbuhan dan hewan. Selain sebagai penghasil
antimikroba, beberapa actinomycetes juga menghasilkan senyawa antikanker
(Lowovskaya et al. 1997; Renu et al. 2008). Sampai saat ini telah banyak
penelitian dan penemuan antimikroba yang berasal dari actinomycetes di seluruh
dunia (Lechevalier 1992; Renu et al. 2009). Akan tetapi, kajian mengenai
actinomycetes penghasil antimikroba di Indonesia masih sangat terbatas.
Penelitian yang dilaporkan oleh Sunaryanto dan Marwoto (2010)
menginformasikan bahwa actinomycetes dari sedimen laut di Banten, Jawa Barat
memiliki aktivitas antimikroba, walaupun dengan kemampuan yang relatif rendah.
Walaupun demikian, sampai saat ini belum ada laporan mengenai penemuan
isolat actinomycetes yang menghasilkan dua aktivitas, yaitu antimikroba dan
antikanker dari Indonesia.

Raja Ampat, Papua adalah sebuah kabupaten yang termasuk dalam propinsi
Papua Barat. Secara topografi, Raja Ampat terdiri dari gugusan kepulauan dengan
empat pulau besar, yaitu Waigeo, Batanta, Salawati, dan Misol. Raja Ampat,
Papua merupakan daerah hutan hujan tropis dengan biodiversitas laut tertinggi di
dunia (Conservation International 2006). Raja Ampat, Papua juga merupakan hot
spot keanekaragaman hayati flora dan fauna dan dicalonkan menjadi salah satu
warisan dunia oleh UNESCO (Conservation International 2006). Walaupun
keanekaragaman laut di Raja Ampat telah banyak dipublikasikan, informasi
mengenai keanekaragaman terestrial Raja Ampat, terutama data keanekaragaman
mikroorganismenya yaitu actinomycetes belum banyak dilaporkan. Selain data
keanekaragaman mikroba, potensi mikroba Raja Ampat sebagai antimikroba
maupun antikanker belum pernah dilaporkan.

Raja Ampat memiliki keanekaragaman tumbuhan dan hewan yang tinggi.
Sebagai contoh, Raja Ampat memiliki 1.104 jenis ikan, 699 moluska, dan 537
hewan karang. Raja Ampat memiliki keragaman ikan dan terumbu karang
tertinggi di dunia (McKenna et al. 2002; Conservation International 2006).

Keanekaragaman tumbuhan di Raja Ampat juga sangat tinggi. Penelitian yang
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dilakukan Mirwanto et al. (2007) serta Suharjono dan Fanani (2007) menemukan
117 jenis tumbuhan di hutan mangrove dan 150 jenis tumbuhan dari 12 plot
sampling di hutan dataran rendah Raja Ampat. Tingginya keanekaragaman hewan
dan tumbuhan tersebut kemungkinan juga diikuti tingginya keanekaragaman
mikroba, termasuk actinomycetes. Mikroorganisme termasuk actinomycetes
memiliki interaksi yang kuat dengan tumbuhan dan hewan (Madigan et al., 2003).

Actinomycetes dapat diidentifikasi dengan menggunakan berbagai macam
cara. ldentifikasi actinomycetes dapat dilakukan secara morfologi, fisiologi,
biokimia, dan molekuler. Identifikasi morfologi, fisiologi, dan biokimia kurang
memberikan data yang akurat dan tidak dapat mengidentifikasi sampai pada level
spesies. ldentifikasi molekuler menjadi pilihan penting yang digunakan karena
memiliki akurasi yang lebih tinggi. Metode molekuler dapat mengidentifikasi
actinomycetes sampai tingkat spesies (Miyadoh 1997; Madigan et al. 2003).

Permasalahan yang dihadapi dalam penelitian ini adalah telah banyak
diperoleh isolat actinomycetes asal Raja Ampat, Papua, namun potensinya sebagai
antimikroba dan antikanker belum diketahui. Distribusi aktivitas antimikroba
berdasarkan sumber isolat, baik dari tanah maupun seresah, juga belum diketahui.
Identitas isolat-isolat yang telah diisolasi dan disimpan juga belum diketahui.
Penapisan actinomycetes penghasil antimikroba dan antikanker serta identifikasi
isolat-isolat terpilih yang dilakukan dalam penelitian ini diharapkan mampu
memecahkan permasalahan yang dihadapi.

Tujuan penelitian adalah memperoleh isolat-isolat unggul actinomycetes
penghasil antimikroba dan antikanker dari Raja Ampat, Papua dan senyawa
antimikroba dan antikanker dari isolat actinomycetes tersebut. Identitas isolat-
isolat unggul penghasil antimikroba dan antikanker juga menjadi target penelitian
ini. Isolat actinomycetes terseleksi dalam penelitian ini diidentifikasi secara
molekuler dengan pendekatan gen 16S rRNA. Karakterisasi fisiologi dan
morfologi dalam penelitian ini dilakukan sebagai pelengkap identifikasi molekuler
dan untuk deskripsi isolat yang telah teridentifikasi. Hasil penelitian ini akan
menjadi sumber informasi pertama mengenai potensi actinomycetes di Raja

Ampat sebagai penghasil antimikroba dan antikanker.
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MAKALAH I

PENAPISAN ACTINOMYCETES YANG BERASAL DARI TANAH DAN
SERASAH DI RAJA AMPAT, PAPUA PENGHASIL ANTIMIKROBA
DAN ANTIKANKER

ANTIMICROBIAL AND ANTICANCER SCREENING OF SOIL AND
LEAF LITTER’S ACTINOMYCETES ISOLATED FROM RAJA AMPAT

Arif Nurkanto
arief_nurkanto@yahoo.com

ABSTRACT

Obijectives of this research were to obtain actinomycetes isolates and pure
bioactive compound with antimicrobial and anticancer activities from Raja
Ampat, Papua. We conducted antimicrobial screening of organic extracts of
actinomycetes cultures collected from Raja Ampat. One hundred of actinomycetes
extracts were investigated for their antimicrobial activity against Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Candida albicans
and Saccharomyces cerevisiae by using an agar diffusion method. Metabolite
from isolate BL-22-5 was selected for further analyses based on the highest
antimicrobial activity. Metabolite was purified with silica column and Sephadex®
LH-20 and evaluated using HPLC and LCMS. Minimum inhibitor concentration
(MIC) against bacterial and fungal isolates from pure metabolite was determined
using microdilution method. Protein and nucleic acid leakage from E. coli,

B. subtilis, S. cerevisiae, C. albicans and A. niger were investigated using UV-vis
spectrophotometer at 260 and 280 nm, and uracil leakage was detected using
HPLC. Morphological changes and necrotic microbial cells were also detected by
using Scanning Electron Microscope (SEM). Determination of cytotoxic activity
was conducted in 6 cancer cell lines (MCM-B2, Leukimia, T47D, HelLa, A549,
and WiDr) and normal cell (\Vero) using trypan blue counting and MTT assay.
This result showed that 44 isolates have antimicrobial activity. We had obtained
pure major bioactive compound F.5.1 produced by isolate BL-22-5. MIC values
were detected in the range of 16 -- 64 pg/ml. This study indicated leakage of
protein, nucleic acid, uracil and morphological change of microbial cells after
treated with the pure metabolite F.5.1. Inhibitor concentration (1Csq) value for
cancer cell lines was varied in the range of 0.02 — 3.81 pg/ml and > 30,000 pg/ml
for normal cell.

Keywords : actinomycetes, anticancer, antimicrobial, Raja Ampat.
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PENDAHULUAN

Actinomycetes adalah mikroorganisme dari Kingdom Eubacteria (Kelas

Actinobacteria) yang dapat menghasilkan senyawa bioaktif sebagai sumber obat
potensial (Czoch & Mordaski 1988; Mann 2001; Berdy 2005; Solanki et al.

2008). Sampai saat ini telah banyak penelitian dan penemuan antimikroba yang

berasal dari actinomycetes di seluruh dunia (Lechevalier 1992; Renu et al. 2009).

Actinomycetes paling banyak menghasilkan senyawa antimikroba terutama
antibiotik (Berdy 2005) (Tabel I.1).

Tabel I.1. Perbandingan senyawa aktif yang dihasilkan oleh actinomycetes, fungi,
dan bakteri selain actinomycetes

Kelompok Antibiotik Metabolit Obat
mikroorganisme lain komersial
Actinomycetes 8.700 900 100 - 120
Fungi 4.900 3.700 30-35
Bakteri lain 2.900 1.400 10-12

Senyawa metabolit yang telah diproduksi actinomycetes dan telah
dikomersialkan cukup banyak. Selain sebagai penghasil antimikroba, beberapa
actinomycetes juga menghasilkan senyawa antikanker (Lowovskaya et al. 1997,
Renu et al. 2008). Sebagai contoh senyawa yang banyak dikenal saat ini adalah
rapamisin, rifamisin, dan doksorubisin yang masing-masing dihasilkan oleh
Streptomyces hygroscopicus Jansen, Amycolatopsis mediterranei (Margalith &
Beretta) Lechevalier, dan Streptomyces peuceutius Grein. Ketiga contoh senyawa
tersebut telah diproduksi secara komersial sebagai antibiotik, antifungi, dan
antikanker (Lowovskaya et al. 1997; Krishna et al. 1998; Renu et al. 2008).

Pencarian senyawa antimikroba dan antikanker dari actinomycetes
diperoleh melalui proses yang relatif kompleks. Langkah awal dengan melakukan
sampling substrat yang diduga mengandung actinomycetes, seperti tanah dan
serasah. Tanah dan serasah merupakan habitat utama actinomycetes (Miyadoh

1997; Madigan et al. 2003). Isolasi actinomycetes dilakukan dengan teknik
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khusus, seperti penambahan ekstrak tanah, sentrifugasi dan penggunaan medium
selektif (Hayakawa et al. 1991; Kurtboke 2001; Hayakawa et al. 2004). Setelah
diperoleh isolat-isolat actinomycetes, langkah berikutnya adalah penapisan
senyawa metabolit sekunder yang berpotensi sebagai antimikroba dan antikanker
dari isolat-isolat tersebut. Tahap selanjutnya adalah melakukan produksi,
purifikasi, elusidasi, dan identifikasi senyawa aktif dari isolat-isolat yang
potensial. Uji in vitro untuk mengetahui efektivitas dan toksisitas senyawa aktif
yang diperoleh dari isolat-isolat potensial menjadi tahapan selanjutnya. Secara
skematis, proses pencarian senyawa obat dapat diuraikan seperti pada Gambar 1.1

berdasarkan Samy & Gopalakrishnakone (2010).
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Gambar I.1. Alur kerja proses pencarian senyawa obat dan purifikasi senyawa
murni dari mikroba

Penapisan actinomycetes sebagai penghasil obat antimikroba dan
antikanker dapat dilakukan dengan berbagai metode. Saat ini telah dikembangkan
metode penapisan cepat dengan pendekatan metagenomik, kombinatorial kimia,
dan high-throughput (Uchiyama & Watanabe 2007). Khusus untuk antimikroba,
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penapisan juga dapat dilakukan dengan uji antagonis isolat-isolat actinomycetes
terhadap mikroba uji. Uji antagonis dengan cara penentuan zona bening di sekitar
metabolit yang diproduksi oleh actinomycetes terhadap mikroba uji, atau dikenal
sebagai metode difusi agar (Rahman et al. 2005; Schwalbe et al. 2007). Metode
difusi agar terhadap antimikroba, terutama antifungi, juga dapat digunakan
sebagai langkah awal dalam pencarian senyawa antikanker (Nitiss & Heitman
2007).

Respon mikroba uji terhadap paparan senyawa antimikroba bervariasi.
Respon tersebut secara umum dibedakan menjadi dua, yaitu sensitif dan resisten
atau tahan (Madigan et al. 2003). Jika mikroba bersifat sensitif, maka dapat
diketahui dengan terhambatnya pertumbuhan atau kematian mikroba tersebut.
Mekanisme penghambatan atau kematian mikroba terhadap paparan senyawa aktif
dapat diketahui dengan adanya kebocoran sel, gangguan metabolisme dan
perubahan morfologi sel (Sumthong & Verpoorte 2010). Kebocoran sel yang
disebabkan oleh pemaparan senyawa antimikroba dapat dideteksi dengan
keluarnya material intraseluler yang berlebihan seperti ion, asam nukleat, dan
protein (Miksusanti et al. 2008). Perubahan morfologi sel dapat dilihat dengan
scanning atau transmission electron microscopy (SEM atau TEM) (Kai et al.
1999).

Respon mikroba terhadap paparan senyawa antimikroba tidak lepas dari
mekanisme kerja senyawa itu sendiri. Senyawa aktif dapat menghambat
pertumbuhan mikroba dengan beberapa mekanisme. Secara umum mekanisme
tersebut dengan mengganggu fungsi dinding dan membran sel (Lambert &
O’Grady 1992), gangguan terhadap asam nukleat (Hugo & Russell 1992) dan
gangguan terhadap mekanisme enzimatik (Hugo & Russell 1992; Neu 1992;
Tenover 2006).

Senyawa antikanker dapat menghambat pertumbuhan sel melalui
mekanisme yang cukup kompleks. Sampai saat ini mekanisme detail dari senyawa
antikanker belum dapat terpecahkan (Joensuu 2008).Walaupun demikian, secara
garis besar senyawa antikanker bekerja dengan dua macam cara. Pertama adalah

penghambatan fungsi DNA. DNA dihambat untuk menjalankan fungsinya seperti
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replikasi dan transkripsi. Penghambatan kedua dengan jalan menghambat sintesis
protein (Karnofsky 2008). Semua mekanisme tersebut secara umum akan
menghentikan atau menghambat pertumbuhan sel kanker, sehingga mekanisme
apoptosis dapat berlangsung dengan normal (Tokimoto & Calvo 2008).

Pengujian antimikroba secara in vitro dapat dilakukan dengan berbagai
macam pendekatan. Dalam penelitian ini, pengujian antimikroba diawali dengan
penapisan senyawa metabolit sekunder dari isolat-isolat actinomycetes terhadap
bakteri Gram positif, Gram negatif, dan fungi. Metabolit paling aktif yang
diperoleh diuji lanjut dengan perhitungan Minimum Inhibitor Concentration
(MIC), analisis kebocoran sel, dan observasi sel mikroba uji dengan mikroskop
elektron.

Pengujian antikanker dalam penelitian ini dilakukan secara in vitro.
Senyawa yang memiliki aktivitas antikanker dapat dideteksi dengan adanya
penghambatan terhadap pertumbuhan sel kanker. Tingkat kompetensi metabolit
sebagai kandidat obat kanker dapat teramati dengan nilai toksisitas yang tinggi
terhadap sel kanker namun rendah terhadap sel normal. Berdasarkan McEarchern
et al. (2011), antikanker diuji dengan nilai konsentrasi hambat 50 % (1Cso)
terhadap berbagai macam sel kanker.

Tujuan penelitian adalah memperoleh isolat-isolat actinomycetes penghasil
antimikroba dan antikanker dari sampel tanah dan serasah dan mendapatkan
senyawa aktif yang memiliki aktivitas antimikroba dan antikanker dari Raja
Ampat, Papua. Hasil penelitian ini merupakan sumber informasi pertama
mengenai potensi actinomycetes di Raja Ampat sebagai penghasil antimikroba

dan antikanker.
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BAHAN DAN CARA KERJA

BAHAN

1. Mikroorganisme

Sebanyak 100 isolat actinomycetes yang berasal dari tanah dan serasah di
Raja Ampat (Lampiran 1, 102) digunakan untuk penapisan senyawa antimikroba.
Actinomycetes yang digunakan diisolasi pada tahun 2008 dan dideposit di LIPI
microbial collection (LIPIMC) Pusat Penelitian Biologi LIP1, Cibinong, Jawa

Barat.

2. Medium

Medium yang digunakan dalam penelitian berupa medium produksi dan
medium pengujian. Medium Yeast Starch Agar (YSA) digunakan untuk
menumbuhkan actinomycetes. Medium Actino No. 1 (Difco) untuk Kultivasi dan
produksi senyawa aktif dari actinomycetes. Medium Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Sigma) dan medium Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
(Sigma) digunakan untuk menumbuhkan sel line. Fetal bovine serum (FBS)
(Gibco) digunakan untuk memacu pertumbuhan sel line. Medium Mueller Hinton
(Difco) dan Sabouraud (Difco) digunakan untuk pengujian aktivitas antibakteri

dan antifungi.

3. Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian tersebut adalah etil asetat,
metanol, diklorometan, aseton, silika kromatografi lapis tipis (KLT), silika gel
(Merck, 60-120 mesh), Dimethyl sulfoxide (DMSO), tryphan blue, 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT), dan bahan-bahan untuk
Scanning Electro Microscope (SEM) yaitu : glutaraldehid, buffer cocodilate,
tanin acid, etanol, osmium tetraoxide, dan ion emas. Bahan analisis LCMS dan
HPLC berupa asetonitril, metanol, diklorometan, kloroform, heksan, aquabidest,

dan etil asetat.
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CARA KERJA

1. Peremajaan dan persiapan kultivasi isolat-isolat actinomycetes

Isolat-isolat actinomycetes yang telah dipreservasi menggunakan 10 %
(v/v) gliserol pada freezer -80 °C di-thawing pada suhu 37 °C selama 10 menit.
Selanjutnya ditumbuhkan ke dalam medium Yeast Starch Agar (YSA). Sebanyak
satu ose isolat actinomycetes dari medium Y SA yang telah berumur 7 hari
dipindahkan ke dalam 100 ml medium cair pada labu Erlenmeyer 250 ml.
Medium cair yang digunakan adalah Actino-Medium No.1 (5 g/l pepton, 3 g/l
ekstrak khamir) dengan pH 7,2. Inkubasi biakan dilakukan selama 7 hari (Cui et
al., 2006). Inkubasi dilakukan pada suhu 28 °C di dalam inkubator shaker dengan
kecepatan 120 rpm (Hayakawa et al. 2004).

2. Ekstraksi senyawa aktif dari fermentasi actinomycetes

Fermentasi dan ekstraksi metabolit actinomycetes mengikuti metode Saha
et al. (2010) dengan beberapa modifikasi. Actinomycetes yang telah difermentasi
selama 7 hari, diekstraksi dengan campuran etil asetat dan metanol (4 :1).
Pemanenan dilakukan terhadap seluruh sel dan medium setelah inkubasi. Lapisan
etil asetat-metanol selanjutnya dipisahkan dan kemudian dikeringkan dengan
rotary evaporator pada suhu 35 °C. Sedangkan lapisan air dikeringkan dengan
freeze dryer. Ekstrak yang diperoleh dianalisis dengan teknik KLT gel silika
GF2s4 (Merck) dengan larutan pengembang diklorometan : methanol (10 :1).
Kromatogram hasil proses kromatografi lapis tipis (KLT) kemudian dimonitor
dengan pemaparan sinar ultra violet (UV) pada panjang gelombang 254 nm dan
pereaksi penampak noda 1 % CeSO, dalam 10 % H,SO, pekat.

Ekstrak yang diperoleh dalam bentuk serbuk kemudian dimasukkan dalam
botol kaca gelap tahan asam dan disimpan pada suhu -20 °C sebelum digunakan
untuk penapisan aktivitas antimikroba. Ekstrak dilarutkan kembali dengan
menggunakan DMSO 1 % untuk ekstrak yang diperoleh dari ekstraksi
menggunakan pelarut organik etil asetat : methanol. Ekstrak yang diperoleh dari

proses ekstraksi menggunakan pelarut air dilarutkan dalam aquades steril.
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Konsentrasi ekstrak diseragamkan menjadi 1.000 pg/ml dengan tujuan
mempermudah perbandingan aktivitas antimikroba dan seleksi ekstrak paling
aktif.

3. Penapisan aktivitas antimikroba

Mikroorganisme uji yang digunakan untuk mengetahui aktivitas
antimikroba dari metabolit yang dihasilkan berupa bakteri dan khamir. Sebagian
besar mikroorganisme uji merupakan mikroba standar yang direkomendasikan
oleh Food and Drug Administration (FDA). Mikroorganisme uji untuk bakteri
adalah Escherichia coli LIPIMC186, Bacillus subtilis LIPIMC187,
Staphylococcus aureus LIPIMC114, dan Micrococcus luteus LIPIMC76. Khamir
uji yang digunakan adalah Candida albicans LIPIMC382 dan Saccharomyces
cerevisiae LIPIMC70.

Penapisan dilakukan dengan metode difusi agar menurut metode Rahman
et al. (2005) dan Schwalbe et al. (2007). Sebanyak 1 ml suspensi mikroba uji
dengan konsentrasi 1 — 5 x 10° sel/ml ditambahkan ke dalam 4 ml medium agar
dalam tabung reaksi. Suspensi sel tersebut kemudian dituangkan ke atas medium
agar dalam cawan petri. Medium untuk bakteri menggunakan Mueller Hinton dan
untuk khamir menggunakan Sabouraud. Tahap selanjutnya adalah meletakkan
paper disc steril yang dicelupkan dalam larutan ekstrak produk dari actinomycetes
dengan konsentrasi yang sama (1.000 pg/ml) pada medium agar Mueller Hinton
dan Sabouraud yang telah diinokulasi mikroba uji. Percobaan dilakukan dengan
dua kali ulangan. Kemampuan antimikroba dapat diamati dengan terbentuknya
zona bening di sekitar paper disc. Diameter rata-rata zona bening yang terbentuk
di sekitar paper disc diukur. Pengukuran diameter zona bening untuk tiap ulangan
dilakukan dua kali secara vertikal dan horizontal. Tabel pengukuran aktivitas
antimikroba merupakan nilai rata-rata diameter zona bening dari dua kali ulangan
dan dua kali pengukuran dalam satuan milimeter (mm).

Tiap isolat akan menghasilkan dua kelompok ekstrak berdasarkan jenis
pelarut yang digunakan, yaitu pelarut organik dan pelarut air. Ekstrak aktif adalah

ekstrak yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba uji dengan terbentuknya
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zona bening di sekitar paper disc. Data yang diperoleh berupa jumlah ekstrak
aktif terhadap mikroba uji, yang dapat dikelompokkan menjadi dua berdasarkan
jenis pelarutnya. Total isolat aktif juga dapat dihitung tanpa melihat jenis pelarut
yang digunakan. Data diameter zona bening digunakan untuk seleksi isolat terbaik
dalam menghambat pertumbuhan mikroba. Persentase aktivitas antimikroba atau

isolat aktif terhadap tiap mikroba uji dihitung dengan rumus :

. Jumlah isolat aktif
0, = 0,
Isolat aktif ( %) Jumlah isolat yang digunakan dalam penapisan x 100%

Actinomycetes yang mampu memproduksi metabolit dengan aktivitas
antimikroba tertinggi dipilih dan digunakan untuk studi lanjut. Studi tersebut
adalah isolasi dan purifikasi senyawa aktif, penentuan Minimum Inhibitor
Concentration (MIC), analisis kebocoran sel mikroorganisme, dan uji sitotoksik
terhadap sel kanker (cell lines). Tahapan analisis dijelaskan secara detail pada

poin berikutnya.

4. Scaling-up produksi biomassa untuk purifikasi senyawa bioaktif

Satu isolat actinomycetes terseleksi, yang menghasilkan ekstrak dengan
aktivitas antimikroba tertinggi, ditumbuhkan dalam volume medium yang lebih
besar. Sebanyak 1 % starter inokulum yang telah diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 28 °C diinokulasikan ke dalam 5 liter medium produksi (Actino-Medium
No.1) secara aseptis. Tahap selanjutnya adalah dilakukan inkubasi pada suhu 28
°C dengan pengocokan pada 120 rpm selama 7 hari (Hayakawa et al. 2004).
Setelah inkubasi, tahap selanjutnya adalah ekstraksi senyawa dengan metode

seperti yang telah dijelaskan sebelumnya.

5. Purifikasi senyawa bioaktif

Purifikasi menggunakan teknik separasi kolom silica dan Sephadex® LH-
20 yang dielusi dengan metanol. Kemurnian hasil purifikasi dilihat menggunakan
KLT dan HPLC. HPLC menggunakan Shimadzu (Japan) seri RF-10AXL dengan
pelarut metanol : air (8 : 2). Kolom yang digunakan adalah Ascentis ® C18
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(Supelco, USA) 5 pm 4,6 x 150 mm. Kecepatan alir yang digunakan 1 ml/menit
dan tekanan kolom 1350 psi dengan panjang gelombang 254 nm. Deteksi berat
molekul senyawa murni dilakukan dengan menggunakan LC-MS (Hitachi, Japan
seri L 6200) dengan pelarut metanol : air (8 : 2). Kolom yang digunakan adalah
RP 18 (Supelco, USA) 5 um 2 x 150 mm. Kecepatan alir yang digunakan 1
ml/menit dan tekanan kolom 1350 psi dengan panjang gelombang 254 nm (Cheng
et al. 2009).

6. Penentuan nilai Minimum Inhibitor Concentration (MIC)

Penentuan nilai MIC dilakukan pada metabolit produk dari actinomycetes
yang memiliki aktivitas antimikroba tertinggi dan telah dipurifikasi. Penentuan
MIC dilakukan terhadap mikroorganisme uji, yaitu bakteri, khamir, dan kapang.
Mikroorganisme tersebut di tumbuhkan pada suhu 37 °C dalam medium cair
(Mueller Hinton untuk bakteri, Sabouraud untuk khamir dan kapang). Konsentrasi
bakteri dan khamir uji yang digunakan adalah 1 — 5 x 10° CFU/ ml, yang dicapai
pada inkubasi 12 — 18 jam. Kapang yang digunakan di kultivasi 18-24 jam supaya
mencapai konsentrasi setara dengan 1 —5 x10° CFU/ ml atau 0,5 McFarland
(Khan et al. 2006).

Penentuan nilai MIC pada penelitian ini menggunakan metode mikrodilusi
cair (Rahman et al. 2005; Schwalbe et al. 2007). Sebanyak 100 pl medium dengan
penambahan metabolit dimasukkan dalam microplate 96 sumuran dengan variasi
konsentrasi. Sebanyak 100 pl suspensi mikroba uji ditambahkan ke dalam
sumuran yang telah berisi medium, sehingga diperoleh volume akhir 200 pl untuk
tiap sumuran. Penelitian menggunakan 8 serial konsentrasi metabolit (1, 2, 4, 8,
16, 32, 64, dan 128 pg/ml) dengan 3 kali ulangan. Pertumbuhan mikroba uji pada
tiap sumuran dalam microplate diamati. Jika pada rentang konsentrasi tersebut
tidak terdapat pertumbuhan mikroba uji karena pengaruh metabolit, maka
penghitungan dilakuan kembali dengan penurunan serial konsentrasi. Nilai MIC
ditunjukkan dengan tidak adanya pertumbuhan mikroba uji pada konsentrasi

tertentu dari metabolit yang digunakan.
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Penelitian ini menggunakan kontrol negatif (tanpa penambahan metabolit)
dan kontrol positif (antimikroba komersial). Antimikroba komersial yang
digunakan adalah kloramfenikol (Phyto technology), eritromisin (Sigma),
kabisidin (Nacalai Tesque), dan nistatin (Applichem). Kloramfenikol dan
eritromisin merupakan antibakteri, sedangkan kabisidin dan nistatin merupakan
antifungi. Konsentrasi yang digunakan antara 0,015 — 128 pg/ml dengan interval

dua kali konsentrasi awal ( 0,015, 0,03, 0,06, 0,12 dan seterusnya sampai 128
pg/ml).

7. Analisis Kebocoran sel mikroorganisme uji

Uji kebocoran sel mikroorganisme dideteksi dengan adanya protein, asam
nukleat, dan urasil pada medium atau buffer cair yang digunakan (Fortunati &
Bianchi 1989). Kandungan protein, asam nukleat, dan urasil dalam buffer untuk
selanjutnya akan disebut sebagai kebocoran protein, kebocoran asam nukleat, dan
kebocoran urasil. Kebocoran sel juga dideteksi dengan pengamatan perubahan
morfologi sel menggunakan SEM (Bergmans et al. 2005).

Tahap awal yang dilakukan dalam uji kebocoran sel adalah preparasi
mikroorganisme uji. Preparasi sel mengikuti metode Fortunati dan Bianchi
(1989) serta Miksusanti et al. (2008). Mikroorganisme uji ditumbuhkan selama
24 jam suhu 37 °C pada inkubator shaker. Medium yang digunakan adalah
Mueller Hinton untuk bakteri dan Sabouraud untuk kapang dan khamir. Sebanyak
10 ml suspensi sel yang ditambahkan 0,5 ml tween 80 dengan konsentrasi 0.1 %
disentrifugasi dingin dengan kecepatan 3.500 rpm selama 20 menit. Filtrat
dibuang kemudian pelet dalam tabung dicuci dengan buffer fosfat pH 7,0
sebanyak dua kali. Larutan buffer fosfat dan sel mikroorganisme ditambah
dengan metabolit murni dengan konsentrasi 1 MIC, 2 MIC, kontrol (tanpa
penambahan ekstrak), dan antimikroba komersial (kloramfenikol untuk bakteri
dan nistatin untuk fungi). Sampel kemudian diinkubasi dalam inkubator shaker
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Suspensi disentrifugasi 3.500 rpm selama 15
menit, lalu dipisahkan supernatan dan pelet. Selanjutnya dilakukan analisis

kebocoran protein, asam nukleat, dan urasil dari supernatan yang diperoleh.
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Kebocoran protein dan asam nukleat dianalisis dengan mengukur
absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV/VIS (Shimadzu, BioSpec-
1601, Japan) pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm (Miksusanti et al.
2008). Konsentrasi asam nukleat dan protein (dalam satuan pg/ml) diperoleh
secara otomatis dari spektrofotometer yang digunakan. Kebocoran urasil dideteksi
dengan menggunakan HPLC (Shimadzu, Japan) seri RF-10AXL dengan pelarut
acetonitril : air (1 : 9). Kolom yang digunakan adalah Ascentis® C18 (Supelco,
USA) 5 um 4,6 x 150 mm. Kecepatan alir yang digunakan 0,6 ml/menit, volume
injeksi 20 pl, dan tekanan kolom 1350 psi dengan panjang gelombang 254 nm.

Observasi morfologi ultrastruktur sel dilakuan dengan menggunakan SEM
(JOEL seri JSM-5310LV) di Laboratorium SEM Pusat Penelitian Biologi LIPI.
Preparasi SEM mengikuti metode Kai et al. (1999). Pelet sel yang diperoleh
direndam dalam 2,5 % glutaraldehida selama 2 jam. Sel dicuci dengan buffer
cocodilate setelah perendaman. Tahap selanjutnya sel direndam kembali dalam
larutan Osmium tetraoxide selama 4 jam. Pelet sel dicuci dengan buffer cocodilate
kemudian direndam kembali dengan Tanin Acid selama 12 jam. Proses berikutnya
dilakukan hidrasi bertingkat dengan etanol, mulai dari 50 %, 70 %, 80 %, 90 %,
dan 99 % selama masing-masing 5 — 10. Sentrifugasi dengan kecepatan 3.500
rpm selama 10 menit merupakan tahap yang dilakukan setelah hidrasi. Pelet sel
hasil sentrifugasi dilarutkan dalam tert-butanol dan dibuat preparat pada slip
glass. Sel yang sudah diletakkan dalam slip glass di coating emas dengan proses
vakum (6 — 7 Pa) selama 20 menit. Tahap akhir adalah visualisasi hasil dengan
menggunakan SEM.

Adanya kebocoran protein dan asam nukleat ditunjukkan dengan Optical
Density (OD) yang tinggi saat pengukuran (Miksusanti et al. 2008). Kebocoran
urasil ditunjukkan dengan adanya spektrum urasil dengan menggunakan standar
urasil (Sigma) pada analisis HPLC. Tingkat kebocoran asam nukleat, protein, dan
urasil berbanding lurus dengan tingkat kerusakan sel (Fortunati & Bianchi 1989;
Miksusanti et al. 2008). Pengamatan morfologi dengan menggunakan SEM dapat

menggambarkan kerusakan sel kerena perlakuan senyawa bioaktif yang diberikan.
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Kerusakan ini dapat berupa lubang pada dinding sel atau bentuk sel yang berubah

dibanding kontrol (Bergmans et al. 2005).

8. Uji efek sitotoksik

Uji sitotoksik dilakukan terhadap enam cell lines. Sel yang digunakan
yaitu MCMB-2 (sel kanker payudara yang berasal dari anjing), Leukimia (sel
kanker darah yang diisolasi dari manusia), T47 D (sel kanker payudara yang
diisolasi dari manusia), A549 (sel kanker paru-paru yang diisolasi dari manusia),
Hela (sel kanker servik yang diisolasi dari manusia), dan Vero (sel normal yang
diisolasi dari ginjal kera). Sel kanker dalam medium tumbuh DMEM dan RPMI
pada konsentrasi 10° sel/ml (Patel et al. 2009) dikultur pada microtiter plate
dengan 24 sumuran. Setiap sumuran berisi 700 ul DMEM atau RPMI, 50 pl
antibiotik, 100 ul FBS, 100 pl sel line dan 50-100 pl ekstrak uji yang dilarutkan
pada DMSO dengan berbagai konsentrasi. Sebagai kontrol positif antikanker
digunakan doksorubisin (Sigma), sedangkan sebagai kontrol negatif digunakan
DMSO. Suspensi sel selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam pada
kondisi 5 % CO,. Setelah inkubasi, medium dibuang dan sel yang menempel
pada dasar microplate dicuci dengan phospate buffer saline (PBS). Setelah PBS
dibuang, sel ditambahkan dengan 10 pl tripsin-EDTA 0,25 % kemudian
ditambahkan PBS sampai volume 1 ml. Tahap selanjutnya, sebanyak 90 pl
suspensi sel dari setiap sumur (well) ditempatkan pada microplate dengan 96
sumur, kemudian sebanyak 10 ul trypan blue ditambahkan pada sumur yang telah
berisi suspensi sel dan dihomogenkan. Sebanyak 20 pl dari suspensi tersebut
dipipet dan ditempatkan pada hemositometer, kemudian jumlah sel hidup diamati
dan dihitung di bawah mikroskop. Metode tersebut dikenal dengan istilah metode
trypan blue (Yuan et al. 2000). Perlakuan penambahan ekstrak diberikan dengan
16 serial konsentrasi masing-masing 3 kali ulangan. Konsentrasi yang digunakan
0,125 - 8 pg/ml dengan interval dua kali konsentrasi sebelumnya.

Analisis sitotoksik juga dilakukan menggunakan metode MTT. Metode
yang digunakan mengacu pada Zhao et al. (2009) dan Xiaoxi (2011) dengan

modifikasi. Semua cell lines ditumbuhkan pada medium yang sesuai (DMEM atau
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RPMI dengan penambahan FBS dan antibiotik) selama kurang lebih 60 jam.
Jumlah sel dihitung dengan menggunakan hemositometer untuk mendapatkan
kepadatan sel tertentu. Sel yang telah ditumbuhkan dan dihitung, dimasukkan ke
dalam microplate 96 sumur dengan volume 100 ul dan jumlah sel 10* untuk tiap
sumur. Setelah diinkubasi selama 24 jam, sel dicuci dengan PBS dan diberi
perlakuan penambahan ekstrak. Perlakuan penambahan ekstrak diberikan dengan
16 serial konsentrasi masing-masing 3 kali ulangan. Konsentrasi 0,004 — 64 pg/ml
dengan interval dua kali konsentrasi sebelumnya. Percobaan dilakukan dengan
penambahan kontrol sel (media kultur dan sel) dan kontrol media (media kultur).
Untuk mengetahui efektivitas senyawa yang diperoleh, percobaan dilakukan
dengan membandingkan terhadap doksorubisin sebagai anti kanker komersial.
Setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C dan 5 % CO,, ekstrak dibuang
dan dicuci dua kali dengan PBS. Tahap selanjutnya adalah penambahan 100 pl
reagen MTT konsentrasi 0,5 mg/ml yang telah dilarutkan dalam medium kultur
dan diinkubasi 4 jam. Penambahan reagen penghenti berupa SDS 10 % dalam
larutan HCI 0,1 M, kemudian diinkubasi gelap selama 12 jam. Tahap akhir adalah
penghitungan dengan menggunakan Elisa reader pada panjang gelombang 595
nm.

Data yang dihasilkan berupa tabel konsentrasi metabolit murni dan
besarnya persentase penghambatan pertumbuhan sel kanker lestari. Persentase

penghambatan dengan menggunakan metode trypan blue dihitung dengan rumus :

P(%) = Q. KFZ);(%PR) X 100 %

P ( %) = persentase penghambatan
>KS = jumlah sel hidup pada kontrol sel/ kontrol negatif
>PR = jumlah sel hidup pada perlakuan
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Persentase penghambatan dengan menggunakan metode MTT dihitung dengan

rumus :

P@®%) _  (KS-KM)-(PR-KM)
- (KS — KM)

X 100 %

P =persentase penghambatan KM = kontrol medium

KS = kontrol sel PR =perlakuan

Nilai persentase penghambatan dihitung tiap konsentrasi metabolit yang
digunakan. Satu serial konsentrasi menghasilkan satu serial persentase
penghambatan untuk tiap sel kanker. Konsentrasi metabolit tertentu yang mampu
menghambat pertumbuhan 50 % sel line akan diperoleh dalam penelitian ini.
Konsentrasi tersebut ditetapkan dalam notasi 1Cso (Inhibitor Concentration 50 %).
Penghitungan nilai I1Csg dilakukan dengan menggunakan analisis probit pada
Program SPSS dengan variabel konsentrasi metabolit uji dan persentase

penghambatan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fermentasi Actinomycetes, Ekstraksi, dan Penapisan Aktivitas Antimikroba

Sebanyak dua jenis ekstrak telah diperoleh dari penelitian ini. Ekstrak
tersebut yaitu ekstrak organik dan ekstrak air dengan rendemen yang bervariasi.
Hasil penapisan ekstrak dapat dilihat pada Tabel 1.2 dan Lampiran 1. Pengujian
aktivitas antimikroba terhadap pelarut yang digunakan (DMSO 1 % dan akuades
steril) juga dilakukan untuk menghindari bias yang mungkin timbul dari pelarut.
Hasil menunjukkan bahwa pelarut yang digunakan tidak memiliki aktivitas
antimikroba (Lampiran 2).

Aktivitas antimikroba actinomycetes asal Raja Ampat, Papua berbeda
untuk tiap mikroba uji (Tabel 1.2). Secara umum actinomycetes yang diisolasi dari

sampel serasah lebih aktif dibandingkan dengan actinomycetes yang diisolasi dari

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



19

sampel tanah. Isolat actinomycetes lebih banyak menghambat S. cerevisiaei dan

M. luteus.

Tabel 1.2. Aktivitas antimikroba dari 100 isolat actinomycetes asal Raja Ampat,

Papua
Jumlah total Jumlah isolat Jumlah isolat aktif Mikroorganisme
isolat aktif aktif asal tanah asal serasah yang dihambat
(n, %) (n, %) (n, %)
n =100 n=37 n =63
3 (3%) 0 (0 %) 3 (4,8 %) E. coli
31 (31 %) 11 (29,7 %) 20 (31,7 %) M. luteus
19 (19 %) 8 (21,6 %) 11 (17,5 %) B. subtilis
19 (19 %) 7 (18,9 %) 12 (19 %) S. aureus
34 (34 %) 11 (29,7 %) 23 (36,5 %) S. cerevisiae
4 (4 %) 2 (5,4 %) 2 (3,2 %) C. albicans

Penelitian yang dilakukan menggunakan 37 isolat yang diisolasi dari tanah
dan 63 isolat yang diisolasi dari serasah. Jumlah isolat dari sampel serasah lebih
banyak karena pemilihan 100 isolat yang digunakan berdasarkan pengamatan
morfotipe. Berdasarkan morfotipe, secara umum isolat yang dikoleksi dari sampel
serasah Raja Ampat lebih bervariasi dibandingkan dengan isolat asal sampel
tanah.

Distribusi penghambatan ekstrak yang bersumber dari isolat yang diisolasi
dari tanah dan serasah terhadap mikroba uji tidak terlalu berbeda. Hal tersebut
menunjukkan bahwa secara umum isolat aktif tidak terlalu dipengaruhi oleh
sumber substrat asal actinomycetes tersebut diisolasi, khususnya tanah dan
serasah. Walaupun dari jumlah isolat aktif tidak terlalu berbeda, aktivitas
antimikroba dari isolat asal serasah lebih tinggi dibandingkan isolat asal tanah.
Hal tersebut teramati dari rata-rata diameter zona bening dari isolat asal serasah
yang lebih besar (Lampiran 1). Hal tersebut diduga dipengaruhi oleh kondisi
substrat. Serasah diduga secara umum memiliki ruang dan nutrisi yang terbatas.
Nutrisi yang terdapat dalam serasah diduga relatif lebih rendah dibandingkan
dengan tanah. Proses dekomposisi pada tanah menyebabkan kandungan nutrisi
lebih tersedia bagi pertumbuhan mikroba, termasuk actinomycetes. Kompetisi

nutrisi pada substrat serasah diduga menyebabkan actinomycetes yang hidup
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menghasilkan senyawa yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba atau
actinomycetes jenis lain.

Hasil penelitian pada Tabel 1.2 menunjukkan bahwa ekstrak yang mampu
menghambat Escherichia coli lebih sedikit dibandingkan ekstrak yang
menghambat bakteri lain. Hal tersebut menunjukkan bahwa E. coli lebih tahan
terhadap paparan senyawa antimikroba. Hal tersebut diduga karena perbedaan
struktur dinding sel. Menurut Nikaido dan Varaa (1985) serta Plesiat dan Nukaido
(1992), membran luar bakteri Gram negatif, termasuk E. coli, memiliki
lipopolisakarida (LPS) dan murein lipoprotein. Adanya struktur ini membantu
untuk mencegah masuknya senyawa antibakteri ke dalam sel (Nikaido 1998).
LPS mengandung o-antigen, yang tersusun atas polisakarida dan lipid untuk
memblokir masuknya senyawa antibakteri tertentu ke dalam sel (\aara 1993).

Tabel 1.2 menunjukkan bahwa ekstrak produksi actinomycetes memiliki
aktivitas antifungi terhadap S. cerevisiae dan C. albicans. Aktivitas antifungi
terhadap S. cerevisiae lebih tinggi (34 %) dibandingkan dengan C. albicans (4 %),
walaupun keduanya sama-sama kelompok khamir. Hal tersebut menunjukkan
bahwa C. albicans lebih tahan terhadap antifungi dibandingkan S. cerevisiae.
Candida albicans lebih mampu bertahan dalam kondisi tekanan lingkungan yang
tinggi (Magee et al. 1992; Janbon et al. 1998). Legrand et al. (2004) dan
Selmecki et al. (2006) melaporkan bahwa C. albicans mampu me-restrukturisasi
kromosomnya dengan cara menambah atau menghilangkan kromosom atau
disebut dengan formasi isokromosom sehingga lebih tahan terhadap senyawa
antifungi yang dipaparkan.

Candida albicans dapat mengaktivasi mekanisme NER (nucleotide
excision repair) lebih baik dibandingkan S. cerevisiae, khusus pada respon
terhadap antifungi. Jalur NER berperan dalam penghilangan beberapa nukleotida
yang rusak oleh aktivitas senyawa antifungi (Tomkinson et al. 1993). Mekanisme
NER memotong penuh nukleotida yang mengalami kerusakan dari sis 5° dan 3’.
Tahap selanjutnya adalah melakukan sintesis nukleotida baru dengan bantuan
DNA polimerase delta dan epsilon dengan nenambahkan DNA ligase pada
nukleotida baru (Sun et al. 2003; Howlett & Schiestl 2004).
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Candida albicans memiliki mekanisme BER (base excision repair)
sebagai respon terhadap paparan senyawa antifungi yang juga lebih efektif
dibandingkan dengan S. cerevisiae. Perbedaan BER dan NER terletak pada enzim
yang berperan dan jumlah basa yang dihilangkan.Mekanisme BER bekerja dengan
cara memutus dan menghilangkan basa yang mengalami kerusakan oleh aktivitas
reactive oxygen spesies (ROS) (Memisoglu & Samson 2000). Jalur BER secara
garis besar bekerja dengan memutus basa-basa nitrogen yang rusak dari
DNA/RNA khamir, kemudian mensintesis basa-basa nitrogen tersebut dan
menyambungnya kembali pada urutan awal dari DNA/RNA. Proses tersebut
melibatkan DNA polimerasi beta. Mekanisme BER hanya mengganti basa yang
rusak, tanpa sintesis nukleotida baru (Torres-Ramos et al. 2000).

Metabolit yang diproduksi oleh actinomycetes yang memiliki aktivitas
antimikroba lebih banyak terdapat pada pelarut organik. Ekstrak aktif pada pelarut
organik sebanyak 63 %, sedangkan pada pelarut air hanya 20 % dan yang
terdistribusi pada kedua jenis pelarut tersebut sebanyak 17 %.

Ekstrak organik menghasilkan 35 lima isolat yang memiliki aktivitas
antimikroba. Hanya tiga isolat yang memiliki aktivitas antibakteri dan sepuluh
isolat memiliki aktivitas antifungi. Sebanyak 22 isolat memiliki aktivitas
antibakteri dan antifungi. Ekstrak organik lebih banyak memiliki aktivitas
antifungi dibanding dengan antibakteri. Data menunjukkan bahwa secara umum
ekstrak organik lebih banyak menghasilkan senyawa aktif antimikroba dengan
diameter zona hambat yang rata-rata lebih besar dibandingkan dengan ekstrak air.

Ekstrak air menghasilkan tujuh belas isolat yang memiliki aktivitas
antimikroba. Sebanyak tiga isolat memiliki aktivitas antifungi dan delapan isolat
memiliki aktivitas antibakteri. Enam isolat memiliki dua aktivitas, yaitu
antibakteri dan antifungi. Ekstrak air menghasilkan metabolit yang lebih banyak

menghambat bakteri dibandingkan dengan fungi (Gambar 1.2).
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Gambar 1.2. Persentase antimikroba dari isolat uji berdasarkan jenis pelarut yang
digunakan
Hasil penapisan yang telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak organik

lebih aktif dibanding dengan ekstrak air (Gambar 1.2). Eloff (1998) menyatakan
bahwa senyawa yang memiliki aktivitas antimikroba sebagian besar tidak larut
dalam air, tetapi larut dalam pelarut organik. Senyawa aktif tersebut secara umum
bersifat kompleks sehingga kelarutan dalam air rendah. Senyawa aktif yang larut
dalam air jumlahnya sedikit atau terbatas. Cowan (1999) menyatakan beberapa
kelompok senyawa aktif seperti fenol, terpenoid, alkaloid, lektin, polipeptida,
poliasetilen tidak larut dalam air tetapi larut dalam pelarut organik, hanya

sebagian kecil fenol dan polipeptida saja yang larut dalam pelarut polar atau air.

Scaling up biomassa, isolasi dan purifikasi senyawa aktif

Isolat yang menghasilkan aktivitas antimikroba tertinggi dipilih dan dikultur
dengan skala yang lebih besar untuk mendapatkan senyawa bioaktif yang lebih
banyak. Isolat terseleksi tersebut adalah BL-22-5. Setelah diinkubasi selama 7 hari
seluruh medium beserta sel BL-22-5 diekstraksi dengan campuran pelarut etil
asetat : metanol dan selanjutnya difraksinasi menggunakan kolom silika sehingga
diperoleh 8 fraksi sederhana (F1 ~ F8) dengan fraksi utama pada F.5. Hasil
menunjukkan senyawa pada F.5 yang telah dipurifikasi lebih lanjut dengan
menerapkan teknik kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC) diperoleh senyawa

murni F.5.1. Kemurnian senyawa utama F.5.1 dikonfirmasi dengan melakukan
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analisis HPLC dengan kondisi yang identik dengan kondisi pada saat proses
pemisahan seperti terlihat pada Gambar 1.3a.

Gambar 1.3a menunjukkan bahwa senyawa utama F.5.1 memiliki kemurnian
yang tinggi. Hal tersebut ditunjukkan hanya satu puncak tunggal pada analisis
HPLC. Waktu retensi pada analisis HPLC terjadi sekitar 8 menit. Berat molekul
senyawa murni telah diketahui dengan analisis LC-MS. Hasil analisis LC-MS
menujukkan bahwa senyawa utama pada F.5.1 memiliki berat molekul 808,88
seperti terlihat pada spektrum massa pada Gambar 1.3b. Metabolit murni F.5.1
dapat dikelompokkan menjadi senyawa obat dengan berat molekul kecil.
Berdasarkan data yang diperoleh dari database obat (www.drugbank.ca), senyawa
antimikroba dapat dikelompokkan menjadi beberapa tipe melalui berat
molekulnya, yaitu molekul kecil dan besar. Senyawa antimikroba dengan berat
molekul lebih dari 1000 dapat dikelompokkan dalam tipe antimikroba molekul
besar, dan jika berat molekul kurang dari 1000 dikelompokkan dalam antimikroba
molekul kecil. Beberapa contoh antimikroba dengan berat molekul kecil adalah
kinolon, beta laktam, aminoglikosida, dan azol.

Berdasarkan hasil analisis LC-MS dan warna senyawa murni F.5.1
produksi isolat BL-22-5 diduga masuk dalam kelompok antimikroba polien.
Senyawa F.5.1 menunjukkan ciri yang sesuai dengan polien, dan warna kuning
dengan berat molekul 808,88. Madigan et al. (2003) menyatakan bahwa senyawa
poliene memiliki ikatan rangkap terkonjugasi, yang menyerap sinar UV sehingga
menghasilkan warna kuning sampai dengan merah. Baginski dan Czub (2009)
menyatakan bahwa semakin merah warna senyawa disebabkan oleh semakin
banyak ikatan rangkap senyawa tersebut. Antimikroba kelompok polien biasanya

memiliki berat molekul sekitar 800 sampai 900.
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Gambar 1.3a. Kromatogram HPLC senyawa utama F.5.1 hasil purifikasi
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Gambar 1.3b. Spektrum massa senyawa utama F.5.1 hasil analisis LC-MS

Pengujian nilai MIC senyawa F.5.1 terhadap mikroba uji

Potensi aktivitas senyawa utama pada kultur actinomycetes BL-22-5

senyawa murni F.5.1. dapat diketahui dengan jalan menentukan nilai MIC dari

senyawa utama F.5.1 terhadap beberapa jenis bakteri uji memperlihatkan nilai

MIC yang berkisar berkisar 16--64 pg/ml seperti terlihat pada Tabel 1.3. Secara

senyawa tersebut terhadap beberapa jenis mikroba uji. Hasil pengujian nilai MIC
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umum, nilai MIC senyawa utama F.5.1 relatif lebih tinggi dibandingkan antibiotik
komersial kloramfenikol dan eritromisin, kecuali terhadap bakteri S. aureus.
Senyawa utama F.5.1 memiliki nilai MIC yang setara dengan kloramfenikol
terhadap S. cerevisiae. Senyawa F.5.1 juga memiliki nilai MIC yang setara
dengan antifungal komersial nistatin maupun kabisidin terhadap Rhodotorula

minuta.

Tabel 1.3. Nilai MIC senyawa murni F.5.1 produksi isolat terseleksi BL-22-5
terhadap mikroba uji

Mikroba Uiji Nilai MIC (pg/ ml)
Senyawa murni F.5.1 | Kloramfenikol | Eritromisin | Nistatin | Kabisidin

E. coli 64 16 32

M. luteus 64 16 16 -

S. aureus 16 16 0,06

B. subtilis 16 8 0,03

C. albicans 64 - - 32 32
S. cerevisiae 64 - . 64 64
R. minuta 64 - - 64 64
A. niger 32 - : 16 64
A. flavus 64 - - 16 32

Penentuan MIC dilakukan untuk memperoleh konsentrasi terendah dari
senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba. Nilai MIC menjadi
acuan penting dalam penentuan potensi senyawa antimikroba. Standar tingkat
sensitivitas mikroba uji terhadap paparan senyawa antimikroba relatif berbeda
berdasarkan nilai MIC. Walaupun demikian, secara umum tingkat sensitivitas
mikroba dapat dikelompokkan menjadi tiga berdasarkan European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (2010). Mikroba bersifat sensitif,
jika nilai MIC kurang dari 16 pg/ ml. Mikroba bersifat moderat atau intermediet
jika nilai MIC berkisar 16--128 pg/ ml, dan bersifat resisten jika nilai MIC lebih
dari 128 pg/ ml.
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Dalam rangka eksplorasi kandidat obat baru, semakin rendah nilai MIC
suatu senyawa aktif, menunjukkan senyawa tersebut semakin potensial sebagai
bahan obat (Schwalbe et al. 2007). Walaupun demikian, senyawa aktif harus
memiliki toksisitas rendah terhadap sel normal tubuh, jika pemanfaatannya
sebagai obat pada manusia atau hewan. Hasil penelitian pada Tabel 1.3
menunjukkan bahwa senyawa murni F.5.1 produksi isolat BL-22-5 aktif terhadap
semua mikroba uji, namun dengan aktivitas yang relatif moderat atau intermediet.
Walaupun demikian, senyawa F.5.1 dapat dipertimbangkan menjadi bahan obat
karena bersifat spektrum luas dan tidak toksik terhadap sel normal bedasarkan uji

invitro. Data toksisitas senyawa F.5.1 terhadap sel normal seperti pada Tabel 1.5.

Analisis kebocoran sel bakteri, khamir, dan fungi

Salah satu efek yang diakibatkan oleh pemaparan senyawa bioaktif
terhadap mikroba adalah rusaknya integritas dinding sel. Menurut Giacometti et
al. (2000) gangguan atau kerusakan dinding sel mikroba dideteksi melalui
pengukuran metabolit seluler seperti asam nukleat dan protein. Kebocoran asam
nukleat yang dideteksi dalam penelitian ini adalah kebocoran urasil. Metabolit
tersebut berpindah dari sitosol ke dalam medium tumbuh yang digunakan, atau
sering diistilahkan sebagai kebocoran metabolit seluler. Hasil pengukuran

kebocoran asam nukleat dan protein dari mikroba uji ditunjukkan pada Gambar
1.4 -1.8.
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Gambar 1.4. Tingkat kebocoran asam nukleat dan protein (dalam pg/ml) setelah
perlakuan pada mikroba uji E. coli

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



27

12 300 28216

10.078
10
848 831
g 200 1885
G 2 150 132.77
3.92 % 97.44
4 2 100
0 0

konsentrasi asam nukleat (pg/ml)
konsentrasi protein (pgiml)

kontral 1 MIC 2MIC  Kim16pgml kentrol 1 MIC 2MIC  Klm 16 ugml
Perlakuan Perlakuan
Kebocoran asam nukleat B. subrilis Kebocoran protein B.subrilis

Gambar 1.5. Tingkat kebocoran asam nukleat dan protein (dalam pg/ml) setelah
perlakuan pada mikroba uji B.subtilis

Perlakuan pemberian senyawa F.5.1 dengan konsentrasi 1 MIC dan 2 MIC
menyebabkan kebocoran asam nukleat dan protein mikroba uji E. coli (Gambar
1.4). Perlakuan kloramfenikol 64 pg/ml juga menyebabkan kebocoran asam
nukleat dan protein. Perlakuan 1 MIC, 2 MIC, dan kloramfenikol menghasilkan
tingkat kebocoran lebih tinggi dibanding dengan kontrol. Kebocoran asam nukleat
paling tinggi terjadi pada perlakuan 2 MIC, sedangkan kebocoran protein paling
tinggi pada perlakuan pemberian kloramfenikol. Respon bakteri uji B. subtilis
terhadap perlakuan 1 MIC, 2 MIC dan kloramfenikol 16 pg/ml menunjukkan pola
yang sama dengan respon E. coli (Gambar 1.4).

Kebocoran asam nukleat dan protein dari mikroba uji diduga melalui
beberapa mekanisme. Senyawa uji menempel pada membran sel, dan
mengakibatkan perubahan permeabilitas membran. Perubahan tersebut berupa
berkurangnya selektivitas membran terhadap senyawa yang keluar atau masuk sel.
Mekanisme lain yang mungkin terjadi adalah masuknya senyawa F.5.1 ke dalam
sel kemudian menempel pada organel sehingga mengganggu metabolisme seluler
pada E. coli dan B. subtilis. Menurut Giacometti et al. (2000), permeabilitas
membran yang tidak berfungsi dengan baik dapat mengakibatkan kebocoran sel
dan keluarnya komponen sel. Engelberg-Kulka et al. (2004) menyatakan bahwa

proses transkripsi dan translasi dapat terhambat dengan cara interkalasi senyawa
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aktif terhadap DNA/RNA. Kebocoran protein dan asam nukleat dapat terjadi
melalui mekanisme interkalasi tersebut.

Kloramfenikol bekerja dengan cara menghambat sintesis dan pematangan
protein. Kloramfenikol mencegah pemanjangan protein dengan menghambat
enzim peptidil transferase pada ribosom bakteri (Jardetzky 1963; Wolfe & Hahn
1965). Penghambatan ini menyebabkan pembentukan protein membran juga
terhambat, sehingga sel mengalami kebocoran. Protein yang belum matang akan
dikeluarkan dari sel secara terus menerus sehingga sel bakteri mati. Tingginya
konsentrasi protein yang terdeteksi dari Gambar 1.4 dan 1.5 dari perlakuan

kloramfenikol disebabkan oleh mekanisme kerja kloramfenikol tersebut.
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Gambar 1.6. Tingkat kebocoran asam nukleat dan protein (dalam pg/ml) setelah
perlakuan pada mikroba uji C. albicans
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Gambar 1.7. Tingkat kebocoran asam nukleat dan protein (dalam pg/ml) setelah
perlakuan pada mikroba uji S. cerevisiae
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Gambar 1.8. Tingkat kebocoran asam nukleat dan protein (dalam pg/ml) setelah
perlakuan pada mikroba uji A. niger

Kebocoran asam nukleat dan protein dari khamir C. albicans, S. cerevisiae,
dan A. niger pada perlakuan 1 MIC dan 2 MIC terdeteksi lebih tinggi dibanding
dengan kontrol (Gambar 1.6 — 1.8). Profil kebocoran asam nukleat dari ketiga
spesies tersebut menunjukkan kemiripan. Gambar 1.7 menunjukkan bahwa
perlakuan 1 MIC dan 2 MIC menghasilkan tingkat kebocoran protein pada
S. cerevisiae yang hampir sama. Hal tersebut sulit dijelaskan karena pada
umumnya penambahan konsentrasi berkorelasi positif dengan tingkat kebocoran
protein.

Senyawa F.5.1 diduga kelompok polien, berdasarkan analisis yang telah
dijelaskan sebelumnya. Mekanisme kerja F.5.1 sebagai antifungi kemungkinan
dengan menempel pada ergosterol. Menurut Baginski & Czub (2009), senyawa
kelompok polien menempel pada ergosterol, yang merupakan komponen utama
membran sel fungi. Polien dengan konsentrasi tertentu, akan membentuk lubang
pada membran sel dan menyebabkan gangguan permeabilitas membran. Lubang
yang terbentuk akan menyebabkan ion K* keluar sel. Keluarnya ion K*
merupakan tahap awal sebelum material sel keluar dan selanjutnya menyebabkan
kematian sel fungi.

Kebocoran asam nukleat dan protein juga terdeteksi pada kontrol dari
semua perlakuan (Gambar 1.4 — 1.8) walaupun nilainya lebih rendah dibandingkan
dengan perlakuan. Hal tersebut kemungkinan disebabkan secara alami sel

mengalami kematian setelah 24 jam inkubasi dan defisiensi nutrisi. Kematian
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tersebut menyebabkan sel pecah dan mengeluarkan material intraseluler ke bufer
cair, termasuk protein dan asam nukleat, sehingga terdeteksi pada pengukuran.

Secara umum, perlakuan pemberian senyawa F.5.1 terhadap mikroba uji
memberikan pengaruh terhadap integritas dinding sel mikroba uji. Pengaruh
tersebut terdeteksi dengan tingginya konsentrasi asam nukleat dan protein yang
dilepaskan ke medium cair. Tingkat kebocoran asam nukleat dari mikroba uji
meningkat pada perlakuan pemberian metabolit F.5.1 konsentrasi 1 MIC dan 2
MIC. Tingkat kebocoran tersebut lebih tinggi dibandingkan dengan kontrol sel
dan kontrol positif.

Gambar 1.4 — 1.8, menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi
senyawa F.5.1 semakin tinggi konsentrasi kebocoran protein dan asam nukleat.
Perlakuan 1 MIC dan 2 MIC menghasilkan tingkat kebocoran protein yang lebih
tinggi dibandingkan kontrol. Walaupun demikian, nilai kebocoran protein pada
kontrol antimikroba komersial kloramfenikol lebih tinggi dibandingkan dengan
perlakuan metabolit murni F.5.1 dari isolat BL-22-5 konsentrasi 1 MIC dan 2
MIC (Gambar 1.4 — 1.6), kecuali pada S. cerevisiae dan A. niger (Gambar 1.7 —
1.8).

Analisis kebocoran urasil pada sel bakteri, khamir, dan kapang dengan
analisis HPLC

Deteksi kebocoran urasil dilakukan dengan menggunakan HPLC. Kurva
standar pengukuran urasil digunakan dalam penelitian ini. Standar urasil yang
digunakan seperti pada Gambar 1.9. Persamaan regresi dari kurva standar
digunakan untuk mengetahui konsentrasi urasil yang terdapat dalam medium.
Variasi konsentrasi standar urasil untuk menentukan persamaan kurva regresi
seperti pada Lampiran 3.

Analisis HPLC untuk mengetahui konsentrasi dari perlakuan terhadap tiap
mikroba uji telah dilakukan. Berdasarkan standar yang digunakan, diketahui
bahwa urasil berada pada waktu retensi 2,7 menit. Hasil kromatogram HPLC

seperti pada Gambar 1.10 — 1.14.
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Gambar 1.10 - 1.14 merupakan kromatogram HPLC yang menunjukkan
adanya kebocoran urasil. Tanda panah menunjukkan puncak yang dihasilkan dari
urasil yang terdeteksi. Selain puncak urasil, terdeteksi juga puncak-puncak lain
dalam kromatogram. Puncak tersebut merupakan komponen lain yang mungkin
terdeteksi pada panjang gelombang yang sama dengan urasil. Secara umum pada
Gambar 1.10 - 1.14 menunjukkan bahwa semua perlakuan mendeteksi adanya

urasil, namun dengan konsentrasi yang berbeda-beda.

AU

2 7 6i

4197

Keterangan : fase gerak asetonitril : aquades (1:9)

Gambar 1.9. Kurva standar urasil konsentrasi 5 ppm pada analisis HPLC

00 2 50 s 100 125 nn 00 2 50 75 100 125 i

Keterangan : A : kontrol sel, B : 1 MIC, C: 2 MIC dan D : kloramfenikol
Tanda panah menunjukkan puncak dari urasil

Gambar 1.10. Analisis kebocoran urasil dengan HPLC pada E. coli setelah
perlakuan
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00 25 50 75 100 125 min g0 2 50 75 100 125 min

Keterangan : A : kontrol sel, B : 1 MIC, C: 2 MIC dan D : kloramfenikol
Tanda panah menunjukkan puncak dari urasil

Gambar 1.11. Analisis kebocoran urasil dengan HPLC
pada B. subtilis setelah perlakuan

i
E L B | L L ) R S IO L B B R
00 124 M- qp 25 i 75 100 125 min

Keterangan : A : kontrol sel, B : 1 MIC, C : 2 MIC dan D : nistatin
Tanda panah menunjukkan puncak dari urasil

Gambar 1.12. Analisis kebocoran urasil dengan HPLC pada C. albicans setelah
perlakuan
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00 25 ] 75 100 12'5 m\n‘ 0o 24 il 7.4 10.0 124 min

Keterangan : A : kontrol sel, B : 1 MIC, C: 2 MIC dan D : nistatin
Tanda panah menunjukkan puncak dari urasil

Gambar 1.13. Analisis kebocoran urasil dengan HPLC pada S. cerevisiae setelah
perlakuan

———T 7 LI B L e e S oyt By B S B B By B B
0o 23 a0 74 1.0 125 minIUU 25 a0 75 10.0 125 in

Keterangan : A : kontrol sel, B : 1 MIC, C : 2 MIC dan D : nistatin
Tanda panah menunjukkan puncak dari urasil

Gambar 1.14. Analisis kebocoran urasil dengan HPLC pada A. niger setelah
perlakuan
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Urasil merupakan komponen asam nukleat RNA. Walaupun deteksi asam
nukleat total telah dilakukan, namun deteksi urasil juga dilakukan dalam
penelitian ini. Pengukuran urasil dilakukan dengan tujuan untuk mendapat data
yang lebih detail tentang tingkat kebocoran sel. Urasil merupakan bagian dari
RNA yang tidak dijumpai pada DNA, sehingga tingkat kebocoran urasil dapat
berkorelasi positif dengan tingkat penghambatan translasi. Senyawa F.5.1 diduga
bekerja dengan mekanisme penghambatan proses translasi. Hal tersebut didukung
dengan tingginya urasil yang bocor pada perlakuan 1 MIC dan 2 MIC. Menurut
Engelberg-Kulka et al. (2004), mekanisme aktivitas antimikroba yang paling
besar adalah pada penghambatan sintesis protein, gangguan transkripsi dan
penghambatan translasi.

Perlakuan 1 MIC dan 2 MIC mendeteksi adanya kebocoran urasil pada
mikroba uji (Gambar 1.9 — 1.14). Secara umum dapat diketahui bahwa kebocoran
yang terjadi pada sel tidak hanya urasil, tetapi terdapat komponen lain dengan
waktu retensi yang berbeda untuk tiap perlakuan. Walaupun demikian, jenis
komponen lain tersebut tidak dapat diidentifikasi karena standar yang digunakan
pada HPLC hanya urasil.

Berdasarkan hasil analisis HPLC dapat dihitung konsentrasi urasil yang
bocor dari sel mikroba uji. Penghitungan konsentrasi urasil diperoleh dari
persamaan kurva standar urasil. Kurva standar diperoleh dari variasi konsentrasi
urasil dan luas area yang dihasilkan pada waktu retensi 2,7 menit. Konsentrasi
urasil untuk tiap perlakuan dari mikroba uji seperti pada Tabel 1.4.

Tabel 1.4. menunjukkan bahwa semua perlakuan menghasilkan kebocoran
urasil. Kebocoran tersebut terdeteksi dengan konsentrasi yang berbeda-beda.
Secara umum perlakuan 1 MIC dan 2 MIC meghasilkan kebocoran urasil yang
lebih tinggi dibanding dengan kontrol sel. Kebocoran urasil pada kelompok
khamir dan jamur dengan perlakuan 1 MIC dan 2 MIC lebih tinggi dibandingkan

dengan kontrol anti fungi nistatin.
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Tabel 1.4. Konsentrasi kebocoran urasil pada mikroba uji setelah perlakuan
berdasarkan analisis HPLC

Mikroba uji Perlakuan Konsentrasi urasil (ppm)
Kontrol sel 1,483 + 0,006
C
B. subtili 1 MIC 2,274 £ 0,009
2 MIC 2,784 +0,100°

Kloramfenikol 16 pg/ml

3,152 +0,011°

Kontrol sel

0,092 + 0,002

. 1 MIC 8,169 + 0,026°
E. coli
2 MIC 17,784 + 0,054°
Kloramfenikol 64 pg/ml 18,158 + 0,055°
Kontrol sel 0,489 +0,107°
. 1 MIC 0,889 + 0,092"
A. niger
2 MIC 1,362 + 0,075%
Nistatin 32 pg/ml 0,437 £ 0,109°
Kontrol sel 0,678 + 0,100
. 1 MIC 1,865 + 0,056"
S. cerevisiae
2 MIC 4,117 £ 0,027°
Nistatin 64 pg/ml 1,222 +0,080°
Kontrol sel 0,373 + 0,006
. 1 MIC 1,121 +0,009°
C. albicans
2 MIC 3,678 +£0,010°

Nistatin 64 pg/ml

0,538 +0,011°

Keterangan : Angka yang diikuti dengan superskrip huruf yang sama pada kolom
yang sama dalam satu kelompok mikroba uji menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang nyata pada tarap uji 0,05.

Tingkat kebocoran urasil pada perlakuan 1 MIC dan 2 MIC lebih tinggi
dibandingkan kontrol terhadap semua mikroba uji (Tabel 1.4). Tingginya
kebocoran urasil tersebut mengindikasikan telah terjadi kerusakan RNA. Dengan
melihat hasil pengukuran kebocoran urasil, senyawa F.5.1 diduga menyebabkan
gangguan pada proses translasi. Perlakuan pemberian kloramfenikol juga
menghasilkan tingkat kebocoran urasil pada E. coli dan B. subtilis yang lebih
tinggi dibanding kontrol, bahkan lebih tinggi dari perlakuan 1 MIC dan 2 MIC.
Tingginya kebocoran urasil oleh perlakuan kloramfenikol diduga disebabkan oleh

mekanisme kerja dari kloramfenikol itu sendiri. Mekanisme penghambatan
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kloramfenikol telah dijelaskan sebelumnya dengan cara menempel pada ribosom
dan mengganggu sintesis protein (Jardetzky 1963; Wolfe & Hahn 1965). Sintesis
protein tersebut melibatkan proses translasi yang dikontrol oleh RNA.

Perlakuan nistatin menunjukkan profil yang berbeda dengan perlakuan
kloramfenikol. Kebocoran urasil pada perlakuan nistatin lebih rendah dibanding
perlakuan 1 MIC dan 2 MIC, bahkan pada A. niger kebocoran urasil lebih rendah
dibandingkan kontrol. Hal tersebut juga diduga karena mekanisme kerja dari
nistatin itu sendiri. Menurut Baginski dan Czub (2009), nistatin menempel pada
ergosterol fungi dan menyebabkan gangguan fungsi membran dan dinding sel,
sehingga menyebabkan kebocoran. Nistatin tidak secara spesifik mengganggu
sintesis protein dan asam nukleat atau proses transkripsi dan translasi.

Tabel 1.4 menunjukkan kebocoran urasil juga terdeteksi pada kontrol.
Walaupun demikian, kebocoran urasil pada kontrol relatif rendah dibandingkan
dengan perlakuan lain. Kebocoran ini diduga karena aktivitas normal dari kultur
mikroba. Inkubasi selama 24 jam dan tanpa sumber nutrisi dapat menyebabkan sel
mati secara alami. Kematian sel tersebut mengakibatkan keluarnya material
intraseluler termasuk asam nukleat. Hal tersebut menyebabkan urasil, yang

merupakan bagian dari asam nukleat, terdeteksi pada pengukuran.

Analisis perubahan morfologi sel pada Bakteri, khamir, dan kapang setelah

perlakuan dengan senyawa F.5.1

Analisis perubahan morfologi sel pada bakteri Gram negatif

Perlakuan 1 MIC dan 2 MIC menunjukkan adanya perubahan bentuk sel
(Gambar 1.15C dan 1.15D). Terdapat lubang besar di tiap sel dan sel sudah
mengalami nekrosis yang ditandai dengan pecahnya beberapa sel. E. coli pada
kontrol menunjukkan bentuk sel yang utuh. Perlakuan kontrol positif
menggunakan kloramfenikol terlihat adanya perubahan yang signifikan, bentuk
sel sudah tidak utuh lagi (Gambar 1.15B). Sel menjadi keriput tidak beraturan dan

mengalami kerusakan. Bentuk sel berubah menjadi lebih bulat dibandingkan
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kontrol, yang memiliki bentuk sel normal (Gambar 1.15A). Perubahan morfologi
sel E. coli yang diamati terdapat pada Gambar 1.15.

Keterangan :
A : kontrol; B : kloramfenikol 64 pg/ml; C : 1 MIC; D : 2 MIC

Gambar 1.15. Morfologi E. coli setelah perlakuan dengan senyawa F.5.1 dan
kloramfenikol dengan pengamatan menggunakan SEM

Kerusakan sel E. coli oleh perlakuan senyawa F.5.1 dengan konsentrasi 1
MIC dan 2 MIC seperti pada Gambar 1.15C dan 1.15D. Bentuk sel yang keriput
dan tidak utuh (Gambar 1.15C dan Gambar 1.15D) kemungkinan diakibatkan oleh
kerusakan dinding sel dan terganggunya permeabilitas membran. Kerusakan sel
tersebut mengakibatkan keluarnya material intraseluler sehingga menyebabkan
kematian sel. Data tersebut didukung dengan tingginya kebocoran protein, asam
nukleat, dan urasil yang telah dijelaskan sebelumnya. Menurut Diver dan Wise

(1986), perubahan bentuk sel seperti penggembungan atau pemanjangan oleh
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paparan senyawa antimikroba merupakan indikasi adanya gangguan yang dapat

menyebabkan kematian sel.

Analisis perubahan morfologi sel pada bakteri Gram Positif

Perlakuan 1 MIC dan 2 MIC terdapat perubahan bentuk sel pada B. subtilis,
beberapa sel sudah mengalami kerusakan (Gambar 1.16C dan 1.16D). Pada
dinding sel terdapat lubang yang cukup besar. Lubang tersebut akan mengganggu
metabolisme seluler dan dapat menghentikan proses proliferasi dan pertumbuhan
sel. Kontrol menunjukkan bentuk sel B. subtilis yang normal (Gambar 1.16A).
Morfologi sel yang diberi perlakuan tidak mengalami perubahan secara signifikan
(Gambar 1.16B - 1.16D). Perlakuan dengan penambahan kloramfenikol sebagai
kontrol positif juga menujukkan bahwa sel masih utuh dan tidak terdapat
perubahan (Gambar 1.16B).

Perlakuan 1 MIC dan 2 MIC menunjukkan kerusakan morfologi sel

B. subtilis (Gambar 1.16C dan 1.16D) walaupun tidak merata di semua sel yang
diamati. Perlakuan kloramfenikol tidak menunjukkan perubahan morfologi
B. subtilis secara signifikan dibanding kontrol. Walaupun demikian, data
kebocoran asam nukleat, protein, dan urasil oleh perlakuan 1 MIC, 2 MIC, dan
kloramfenikol lebih tinggi secara signifikan dibanding kontrol. Hal tersebut
diduga karena kebocoran pada dinding sel relatif kecil sehingga tidak teramati
secara jelas dengan perbesaran mikroskop 10.000 — 15.000 kali. Kemungkinan
lain adalah kebocoran pada membran sel, terutama oleh perlakuan kloramfenikol.
Menurut penelitian yang dilakuan Hyde et al. (2006), Bacillus subtilis juga
mengalami kebocoran sel dan kematian sel namun tidak terlihat secara jelas dari
kerusakan dinding selnya, hanya sedikit penonjolan pada membran dan dinding

sel.
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Keterangan :
A : kontrol; B : kloramfenikol 16 pg/ml; C : 1 MIC; D : 2 MIC

Gambar 1.16. Morfologi B. subtilis setelah perlakuan F.5.1 dan kloramfenikol
dengan pengamatan menggunakan SEM

Analisis perubahan morfologi sel khamir

Khamir yang digunakan dalam pengujian anti khamir adalah C. albicans.
Khamir dikenal luas sebagai model dalam uji senyawa anti fungi dan bahkan anti
kanker (Nitiss & Heitman 2007). Hal tersebut karena khamir memiliki banyak
kemiripan dengan sel kanker (Nitiss & Heitman 2007). Perubahan morfologi sel
khamir dapat dilihat pada Gambar 1.17.
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Keterangan :
A : kontrol; B : nistatin 64 pg/ml; C: 1 MIC; D : 2 MIC

Gambar 1.17. Morfologi C. albicans setelah perlakuan F.5.1 dan nistatin dengan
pengamatan menggunakan SEM
Hasil observasi menggunakan SEM menunjukkan bahwa sel khamir

kontrol (tanpa penambahan senyawa uji) terlihat normal, tidak terlihat adanya
kerut dan kerusakan (Gambar 1.17A). Bentuk asli sel C. albicans elips dan
simetris. Perlakuan antifungi komersial nistatin (Gambar 1.17B) menunjukkan
adanya perubahan morfologi sel, ukuran sel menjadi lebih kecil, terjadi
pemanjangan dan terbentuk lubang pada dinding sel. Perlakuan 1MIC dan 2 MIC
menunjukkan perubahan yang berbeda (Gambar 1.17C dan 1.17D). Pada perlakuan
1 MIC terlihat jelas bahwa sel mengalami penggembungan yang tidak teratur dan
sebagian lagi mengerut. Penggembungan sel yang tidak teratur dan penonjolan ke
segala arah merupakan ciri khas terjadinya apoptosis berdasarkan Granot et al.

(2003) yang identik dengan kerusakan sel kanker. Perlakuan 2 MIC juga
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menunjukkan karakter yang hampir sama dengan perlakuan 1 MIC, hanya saja
terjadi pemanjangan sel pada perlakuan 2 MIC. Hal tersebut kemungkinan
disebabkan karena kegagalan pertunasan berdasarkan Sasidharan et al. (2008).
Penyebab pemanjangan sel diduga juga disebabkan karena sel tidak dapat

menyerap nutrisi disebabkan pengaruh penempelan senyawa aktif.

Analisis perubahan morfologi pada kapang

Penelitian yang dilakuan dengan perlakuan 1 MIC dan 2 MIC (Gambar
1.18C dan 1.18D) menunjukkan bentuk hifa yang lebih pipih dibanding kontrol.
Pemipihan hifa kemungkinan disebabkan karena penurunan integritas dinding sel
dan permeabilitas membran. Tidak ditemukan spora yang masih menempel pada
perlakuan 1 MIC dan 2 MIC. Data morfologi tersebut diperkuat dengan tingginya
kebocoran asam nukleat, protein, dan urasil pada perlakuan 1 MIC dan 2 MIC
seperti yang telah dijelaskan pada pembahasan sebelumnya. Bentuk morfologi
yang serupa juga terjadi pada perlakuan nistatin (Gambar 1.18B). Menurut Mayer
et al. (2007), respon A. niger terhadap senyawa antifungi bermacam-macam.
Respon tersebut adalah penghambatan sporulasi, pelepasan spora, penurunan
integritas dinding sel, penurunan permeabilitas membran, peningkatan resistensi

terhadap stress oksidasi, dan penurunan laju metabolisme.
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Keterangan :
A : kontrol; B : nistatin 32 pg/ml; C : 1 MIC; D : 2 MIC
perbesaran 2.000 kali

Gambar 1.18. Morfologi miselia A. niger setelah perlakuan F.5.1 dan nistatin
dengan pengamatan menggunakan SEM

Penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa senyawa F.5.1 yang
merupakan senyawa murni produksi actinomycetes asal Raja Ampat, Papua
mampu menghambat bakteri dan fungi. Secara umum penghambatan terjadi
melaui kebocoran asam nukleat, protein, dan urasil. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa proses translasi dari mikroba uji terhambat dengan tingginya urasil yang
terdeteksi. Sel mikroba uji juga mengalami perubahan morfologi, seperti
terbentuk lubang pada dinding sel, pemanjangan sel dan pemipihan hifa pada

kapang uji setelah perlakuan senyawa F.5.1.
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Efek sitotoksik senyawa F.5.1 terhadap sel kanker

Tabel 1.5 menunjukkan hasil pengujian toksisitas senyaw F.5.1 terhadap
enam sel kanker dan satu sel normal, dengan pembanding antikanker komersial
doksorubisin. Secara umum senyawa F.5.1 dapat menghambat enam sel kanker
yang digunakan dengan nilai 1Csy yang lebih rendah dibandingkan dengan
doksorubisin, kecuali pada sel Leukimia dan sel normal. Hal tersebut menandakan
bahwa senyawa F.5.1 lebih efektif secara in vitro dalam menghambat sel kanker

dibandingkan dengan doksorubisin.

Tabel I.5. Nilai 1Cso ekstrak F.5.1 dan doksorubisin terhadap tujuh sel lines

. : I1Cs0 (pg/ml)
Jenis selflig BL-22-5 Doksorubisin
MCM-B2 (mammary cancer) 0,86 ° 2,01°
HelLa (cervical cancer) 0,892 1,10°
Leukemia 3,81° 1,178
A549 (lungs cancer) 2,17° 4,38°
T47 D (human breast cancer) 0,02¢ 050"
WiDr (colon cancer) 0,09 ? 1,04°
Vero (Normal cell) 37.734,63" 15,19 °

Keterangan : Angka yang diikuti dengan superskrip huruf yang sama pada baris
yang sama menunjukkan tidak adanya perbedaan yang nyata pada tarap uji 0,05.

Nilai 1Cso senyawa F.5.1 cukup bervariasi. Semakin rendah nilai 1Cs
menunjukkan semakin baik senyawa tersebut dalam membunuh sel kanker. Hasil
penelitian yang dilakukan menunjukkan bahwa senyawa F.5.1 memiliki
kemampuan lebih tinggi dalam membunuh sel kanker yang diuji dibandingkan
dengan doksorubisin, kecuali pada sel leukimia. Nilai 1Cso terhadap sel kanker
payudara (T47D) dan sel kanker usus (WiDr) jauh lebih kuat, dengan nilai 25 kali
dan 12 kali dibandingkan dengan doksorubisin. Hasil pengujian juga
menunjukkan bahwa senyawa F.5.1 tidak toksik terhadap sel normal, dengan nilai
ICs sebesar 37.734,63 pg/ml, dibandingkan dengan doksorubisin yang hanya
15,19 pg/ml. Nilai 1Cso doksorubisin terhadap sel normal tersebut masih relatif
toksik jika merujuk pada standar toksisitas menurut WHO (2010), sehingga

penggunaan terhadap pengobatan harus dibatasi dan selektif.
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Nilai ICso antikanker merupakan konsentrasi dosis minimum dari senyawa
yang mampu menghambat 50 % pertumbuhan sel kanker. Kemampuan senyawa
antikanker semakin baik ditunjukkan dengan semakin rendah nilai ICs senyawa
tersebut. Penelitian yang telah dilakukan menemukan bahwa senyawa F.5.1
produksi actinomycetes BL-22-5 mampu menghambat semua sel kanker yang
diujikan. Berdasarkan WHO (2010), nilai ICso kurang dari 2 pg/ml menunjukkan
senyawa tersebut sangat aktif dan dapat dikembangkan sebagai obat antikanker
potensial. Nilai I1Csq 2 -- 4 pg/ml menunjukkan senyawa tersebut aktif, dan nilai
ICs0 4 — 20 pg/ml menunjukkan senyawa tersebut cukup aktif. Hasil penelitian
pada Tabel 1.5 menunjukkan bahwa senyawa F.5.1 sangat aktif terhadap sel
MCMB-2, HeLa, T47D dan WiDr dan aktif terhadap sel A59 dan Leukemia.

Metabolit murni F.5.1 produksi isolat BL-22-5 dapat menghambat
pertumbuhan sel kanker diduga melalui satu atau beberapa mekanisme
penghambatan. Mekanisme penghambatan pertumbuhan sel kanker sangat
kompleks (Joensuu, 2008). Walaupun demikian, secara umum senyawa
antikanker dapat bekerja dengan enam mekanisme penting. Warwick (1963)
menyatakan bahwa mekanisme pertama adalah agen alkilasi. Mekanisme ke dua
dengan cara penghambatan enzim topoisomerase |. Mekanisme ke tiga dengan
menghambat enzim topoisomerase Il. Mekanisme ke empat adalah dengan
antimetabolisme RNA (Kanamura & Wakui 1988). Mekanise ke lima bersifat
antimetabolit DNA (Gmeiner 2002). Mekanisme ke enam berupa agen antimitosis
(Schmidt & Bastians 2007). Menurut Joensuu (2008) dan Tokimoto & Calvo
(2008), beberapa mekanisme tersebut pada akhirnya akan mengaktifkan enzim
kaspase, sehingga terjadi apoptosis sel kanker.

Senyawa F.5.1 mampu menghambat semua sel kanker secara in vitro
dengan nilai 1Cso yang rendah. Senyawa tersebut berpeluang untuk dikembangkan
menjadi obat antikanker potensial. Walaupun demikan, masih banyak penelitian
yang harus dilakukan untuk memastikan bahwa senyawa F.5.1 dapat dijadikan
obat antikanker. Penelitian tersebut diantaranya pengujian efektivitas terhadap sel

kanker lain, studi mekanisme kerja, dan uji in vivo serta uji klinik.
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KESIMPULAN

Penapisan antimikroba menunjukkan hasil yang positif. Sebanyak 44 %
dari 100 isolat actinomycetes Raja Ampat memiliki aktivitas antimikroba. Isolat
terbaik, BL-22-5, memiliki aktivitas antimikroba tertinggi. Isolat tersebut
menghasilkan delapan metabolit berdasarkan hasil TLC dan HPLC. Perlakuan
senyawa F.5.1 yang dihasilkan isolat BL-22-5 terhadap mikroba uji menyebabkan
kebocoran sel (protein, asam nukleat, dan urasil) dari E. coli, B. subtilis, S.
cerevisiae, C. albicans, dan A. niger. Aktivitas antifungi dari senyawa F.5.1 lebih
tinggi dibandingkan dengan aktivitas antibakteri.

Senyawa F.5.1 juga memiliki aktivitas antikanker yang tinggi. Aktivitas
senyawa F.5.1 tersebut lebih tinggi dibanding dengan doksorubisin dalam
membunuh sel kanker, kecuali untuk sel leukemia. Senyawa F.5.1 tidak toksik

terhadap sel normal, dengan nilai ICsy jauh di atas doksorubisin.

SARAN

Penetapan struktur kimia metabolit F.5.1 produksi actinomycetes isolat
BL-22-5 perlu dilakukan menggunakan Nuclear Magnetic Resonance (NMR).
Mekanisme antimikroba dan antikanker dari metabolit F.5.1 juga perlu diketahui
lebih detail. Penelitian dapat dilanjutkan menjadi uji in vivo, terutama terhadap

sifat antikanker yang dimiliki oleh metabolit F.5.1 yang telah ditemukan.
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MAKALAH Il

IDENTIFIKASI ISOLAT-ISOLAT ACTINOMYCETES TERSELEKSI
PENGHASIL ANTIMIKROBA DARI RAJA AMPAT, PAPUA

IDENTIFICATION OF SELECTED ACTINOMYCETES WITH
ANTIMICROBIAL ACTIVITY FROM RAJA AMPAT, PAPUA

Arif Nurkanto
arief_nurkanto@yahoo.com

ABSTRACT

The objective of this research was to identify actinomycetes isolates with
antimicrobial activity. We selected nine actinomycetes isolates after screening
based on their highest antimicrobial activities. They were identified based on full
sequencing of 16S rRNA gene by six primers (20F, 520F, 920F, 1500R, 920R,
and 520R). Morphological and physiological characterizations were performed.
Morphological characters observed were aerial mycelium, spore chain, colony,
and pigmen production. Physiological characterizations included antimicrobial
properties, growth temperature, pH tolerance, salinity concentration for growth,
sugars assimilation, and some enzymes production (arginine dihydrolase, urease,
R-glucosidase, protease, 3-galactosidase). Based on homology search by BLAST
program and phylogenetic tree analyses, all isolates were identified as
Streptomyces. They belong to eight different species. Isolates RC-SS-37-4, RC-
SS-37-16, BL-22-3, and BL-22-5 have been identified as Streptomyces
costaricanus (100 %), Streptomyces costaricanus (99.8 %), Streptomyces
parvulus (98.6 %), and Streptomyces badius (98.9 %), respectively. Five isolates
were identified as Streptomyces spp. (BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, BL-22-1 and
BL-06-5) and can be presumed as new species because of the low homology value
to their closest related spesies.

Key words : actinomycetes, antimicrobial, Raja Ampat, 16S rRNA gene.
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PENDAHULUAN

Penelitian tentang potensi actinomycetes sebagai antimikroba dan
antikanker telah dilakukan. Makalah sebelumnya telah menguraikan adanya
aktivitas biologi ekstrak yang yang diproduksi oleh 100 isolat actinomycetes.
Hasil penelitian telah diketahui bahwa beberapa jenis actinomycetes tersebut
memperlihatkan aktivitas yang potensial sebagai penghasil antimikroba. Pada
bagian | juga telah diuraikan proses isolasi satu metabolit utama dari isolat BL-
22-5 yang juga memiliki aktivitas sitotoksik terhadap beberapa jenis sel kanker
lestari (cell lines). Tahapan selanjutnya yang tidak kalah pentingnya dalam
rangkaian penelitian ini adalah identifikasi actinomycetes terpilih yang telah
diketahui memiliki potensi untuk menghasilkan senyawa bioaktif antimikroba
sehingga identitasnya dapat ditetapkan.

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri Gram positif dan terdistribusi
luas di alam. Actinomycetes dikenal sebagai mikroorganisme saprofitik pada
tanah dan seresah (Takisawa et al. 2003). Secara umum, actinomycetes dibedakan
menjadi dua kelompok. Kelompok tersebut adalah Streptomyces dan rare-
actinomycetes (Kurtboke 2001). Rare-actinomycetes digunakan sebagai istilah
untuk menyebut genus selain Streptomyces. Rare-actinomycetes terdiri dari 201
genus, relatif lebih sulit diisolasi, dan pertumbuhan yang lebih lambat
dibandingkan dengan Streptomyces (Miyadoh 1997).

Menurut Goodfellow et al. (2011), actinomycetes masuk dalam kelas
Actinomycetales atau Actinobacteria. Kelas Actinobacteria memiliki 6 ordo, 46
famili, dan 202 genus. Jumlah spesies yang telah ditemukan sebanyak 2.335.
Jumlah actinomycetes masih terus bertambah seiring dengan banyak penemuan
taksa baru yang didorong oleh penelitian yang intensif. Streptomyces merupakan
genus terbesar dengan jumlah spesies lebih dari 500. Selain Streptomyces, genera
dominan yang juga banyak ditemukan di antaranya Nocardia, Actinomadura,
Micromonospora, Microbispora, Streptosporangium, dan Actinoplanes (Madigan
et al. 2003, Goodfellow et al. 2011).
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Identifikasi molekuler terhadap actinomycetes dapat dilakukan dengan
berbagai pendekatan. Identifikasi gen-gen tertentu yang menjadi penanda suatu
tingkat takson dalam actinomycetes telah banyak dikembangkan. Sebagai contoh
identifikasi small sub unit (SSU) DNA, large sub unit (LSU) DNA, dan
multilocus gene. Analisis gen 16S rRNA dalam SSU merupakan metode
identifikasi actinomycetes yang paling sering digunakan (Embley &
Stackebrandt 1994).

Identifikasi gen 16S rRNA didasarkan pada banyak faktor. Gen 16S rRNA
bersifat multi copy karena terdapat sekitar 150-300 copy di dalam genom. Hal
tersebut mempermudah untuk mendapatkannya dalam genom. Dalam gen 16S
rRNA terdapat daerah variabel dan konservatif yang dapat dijadikan pembeda
antar spesies. Secara umum, gen 16S rRNA adalah gen non fungsional dan
bersifat lebih konservatif karena evolusi berjalan lambat (Avise 1994; Palys et al.
1997). Database tentang bakteri berdasarkan identifikasi 16S rRNA sudah banyak
sehingga memudahkan dalam pembandingan. Perpindahan gen 16S rRNA secara
horizontal tidak dapat terjadi sehingga dapat dijadikan penanda spesies. Gen 16S
rRNA bersifat universal pada bakteri (Koonin 2003; Santos & Ochman 2004).

Identifikasi actinomycetes data sekuen 16S rDNA relatif kompleks. Spesies
actinomycetes yang sama umumnya memiliki homologi sequence gen 16S rDNA
di atas 98 %. Nilai homologi 98 % atau kurang mengindikasikan spesies yang
berbeda (Jauh-Hsun et al. 2002; Patel et al. 2004). Walaupun demikian, dalam
beberapa kasus actinomycetes dapat dikelompokkan menjadi spesies baru
walaupun homologi 16S rDNA di atas 99 %. Hal tersebut terjadi jika nilai
homologi hibridisasi DNA-DNA rendah, atau kurang dari 70 % (Jauh-Hsun et al.
2002; Patel et al. 2004).

Karakterisasi morfologi dan fisiologi juga merupakan faktor penting. Adanya
data morfologi dan fisiologi dalam tahap identifikasi actinomycetes dapat
digunakan untuk mendiskripsikan isolat-isolat yang sudah diidentifikasi secara
molekuler. Dalam beberapa kasus, sering dijumpai kemiripan jenis dalam

actinomycetes secara molekuler, namun berbeda secara morfologi dan fisiologi.
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Hal tersebut dapat terjadi jika identifikasi molekuler yang dilakukan hanya
terhadap satu atau beberapa gen penanda saja (Madigan et al. 2003).

Adanya data morfologi, fisiologi, dan molekuler akan memberikan hasil yang
akurat tentang identitas actinomycetes. Karakterisasi tersebut dapat berupa
kemampuan asimilasi berbagai jenis gula, toleransi suhu pertumbuhan, toleransi
salinitas dan derajat keasaman (pH), produksi beberapa enzim tertentu, observasi
morfologi miselium dan spora, serta produksi senyawa tertentu. Perbedaan
karakter morfologi, fisiologi, dan biokimia antar isolat actinomycetes, dapat
menjadi kunci dalam deskripsi spesies, selain informasi data molekuler.

Analisis filogenetik merupakan bagian penting dalam studi sistematika
mikroba, termasuk actinomycetes. Secara fundamental, analisis filogenetik
membantu dalam memahami dan mendeskripsikan keanekaragaman organisme
dan merekonstruksi hubungan kekerabatannya terhadap organisme lain (Cavalli-
Sforza 1997). Perubahan secara evolusi juga dapat diketahui dengan analisis
filogenetik (Baxevanis & Oulette 1998).

Penelitian bertujuan untuk menemukan identitas isolat-isolat actinomycetes
terseleksi dari Raja Ampat, Papua. Sebanyak sembilan dari seratus isolat
actinomycetes dengan aktivitas antimikroba tertinggi dipilih untuk diidentifikasi
secara molekuler dengan pendekatan gen 16S rRNA. Analisis filogenetik
berdasarkan data molekuler dilakukan untuk mengetahui hubungan kekerabatan
antar isolat yang diidentifikasi maupun isolat actinomycetes lain. Analisis
filogenetik yang dilakukan sangat membantu dalam menemukan jenis
actinomycetes lain yang memiliki kekerabatan dekat dengan isolat yang sedang
diidentifikasi. Karakterisasi morfologi dan fisiologi terhadap sembilan isolat
tersebut juga dilakukan dalam penelitian ini untuk melengkapi data melekuler
yang diperoleh dan digunakan untuk deskripsi isolat-isolat yang sudah

teridentifikasi.
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BAHAN DAN CARA KERJA

BAHAN

1. Mikroorganisme

Mikroba yang digunakan adalah isolat actinomycetes yang memiliki
aktivitas antimikroba tertinggi berdasarkan penapisan yang telah dilakukan
sebelumnya. Isolat tersebut adalah BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, RC-SS-37-
4,RC-SS-37-16, BL-22-1, BL-06-5, BL-22-3 dan BL-22-5.

2. Medium
Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah yeast starch agar
(YSA), Internasional standard Streptomyces 2 (ISP2), dan yeast starch cair untuk

menumbuhkan actinomycetes.

3. Bahan Kimia
Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah agarose, bahan ekstraksi
DNA, bahan PCR, bahan sekuensing DNA, dan api 20® kit (Biomerieux).

CARA KERJA

Isolat-isolat actinomycetes terpilih diidentifikasi berdasarkan data sekuen
gen 16S rRNA. Isolat terpilih yang diidentifikasi adalah actinomycetes yang
menghasilkan metabolit bioaktif terbaik dari hasil penapisan yang dilakukan.

Proses identifikasi molekuler bakteri akan dijelaskan dalam tiap poin di bawah ini.

1. Persiapan isolat untuk isolasi DNA

Sebanyak sembilan isolat (BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, RC-SS-37-4, RC-
SS-37-16, BL-22-1, BL-06-5, BL-22-3 dan BL-22-5) yang memiliki aktivitas
antimikroba tertinggi dipilih dan ditumbuhkan dalam medium agar. Satu ose isolat
diinokulasikan ke dalam petri yang berisi medium Y SA. Inkubasi dilakukan

selama 4 hari dalam suhu 28 °C. Koloni yang tumbuh dalam medium dikerok dan
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dipindahkan ke dalam tabung Ependorf 1,5 ml untuk selanjutnya dilakukan
ekstraksi DNA.

2. Ekstraksi DNA dan Amplifikasi gen 16S rRNA

Ekstraksi DNA menggunakan metode Guanidin EDTA Sarkosil (GES)
(Pitcher et al. 1989). Sel dalam tabung dicuci dengan tris-HCI EDTA (TE),
kemudian ditambahkan 50 pl lyzozyme dan diinkubasi 37 °C selama 30 menit.
Setelah divorteks, suspensi sel ditambahkan 250 pl reagen GES selama 10 menit.
Tahap selanjutnya suspensi sel ditambahkan 125 pl 7,5 M amonium asetat dan
500 pl kloroform, kemudian disentrifugasi 10.000 rpm selama 10 menit.
Supernatan diambil dan ditambah dengan isopropanol dengan volume sama
kemudian di aduk dan disentrifugasi. Pelet DNA yang terbentuk dicuci dengan
alkohol 70 %, kemudian ditambahkan TE.

Amplifikasi dengan menggunakan PCR dilakukan setelah DNA diperoleh.
Gen 16S rRNA di amplifikasi dengan menggunakan primer universal untuk
bakteri sesuai yang dilakukan Suriyachadkun et al. (2010), yaitu 20F (5°-
GATTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan 1500R (5-GTTACCTTGTTACGACTT-
3’). Volume cocktail PCR sebanyak 25 pl disiapkan dengan komposisi : primer
20 F dan 1500 R 10 pmol masing-masing 1 pl, DNA template 5 pl, DMSO 0,5
pl, Go Taq (Promega) sebesar 12,5 pl, dan deionized water sampai volume 25 pl.

Reaksi PCR dilakukan sebanyak 35 siklus. Pemanasan pertama pada suhu
95 °C selama 1,5 menit. Setelah pemanasan, proses dilanjutkan dengan 35 siklus
yang terdiri dari denaturasi 0,5 menit pada suhu 95 °C, annealing 0,5 menit pada
suhu 50 °C dan 1,5 menit ekstensi pada suhu 72 °C. Setelah 35 siklus selesali,
diikuti 10 menit pada suhu 72 °C dan pendinginan pada suhu 4 °C selama 30
menit. Hasil amplifikasi difraksinasi secara elektroforesis pada gel agarose 1 %
dalam buffer Tris Acetat-EDTA (TAE) selama 25 menit pada tegangan 100 volt.
Gel hasil elektroforesis direndam dalam larutan ethidium bromide dengan
konsentrasi 1 pl/100 ml selama 20 menit. Hasil pemisahan divisualisasi pada Gel

Doc Printgraph menggunakan UV transluminator dengan menggunakan standar
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1.000 bp DNA ladder untuk mengetahui hasil dan ukuran pita DNA hasil

amplifikasi.

3. Purifikasi produk PCR

Purifikasi produk PCR dilakukan setelah proses PCR berhasil. Sebanyak
6 pl larutan polietilen glikol/ PEG (40 % PEG 6000 dan 10 mM MgCl,) dan 15 pl
sodium asetat 3 M ditambah ke dalam 25 pl sampel produk PCR (Hiraishi et al.
1995). Sampel dikocok selama 10 menit dan sentrifugasi dengan kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang dengan cara dipipet. Pelet DNA
dicuci dengan 50 pl etanol 70 % sebanyak 2 kali, kemudian dikeringkan. Pelet

kemudian dilarutkan dengan 20 pl deionized water.

4. Cycle Sequencing

Reaksi PCR Cycle sequencing dilakukan setelah purifikasi produk PCR.
Reaksi yang dilakukan hampir mirip dengan PCR, tetapi menggunakan 1 primer
untuk tiap reaksi. Penelitian menggunakan 6 primer untuk memperoleh sekuen
lengkap dari gen 16S rRNA. Primer yang digunakan adalah 520 F (5°-
GTGCCAGCAGCCGCGG-3"),920 R (5’-CCGTCAATTCATTTGAGTTT-3’),
520 R (5’-ACCGCGGCTGCTGGC-3%),920 F (5’-
AAACTCAAATGAATTGACGG-3"),20 F (5’- GATTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) dan 1500 R (5 -GTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Yukphan et al. 2004;
Nurkanto et al. 2010; Suriyachadkun et al. 2010; Techaoei et al. 2011).
Komposisi cocktail yang digunakan untuk tiap tabung adalah 0,5 pl primer 10
pmol, 1 ul DNA hasil purifikasi, 0,5 pl Big Dye Terminator sequen premix kit
(Applied Biosystems Inc., Warington, UK), 5 kali buffer sequen 1,5 pl dan
deionized water sampai volume 10 pl.

Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan 40 siklus. Pemanasan
pertama pada suhu 96 °C selama 60 detik diikuti dengan siklus yang terdiri dari
denaturasi 10 detik pada suhu 96 °C, annealing 5 detik pada suhu 50 °C dan 1,5
menit ekstensi pada suhu 60 °C. Pada tahap ini, masing-masing primer direaksikan

dalam tabung yang terpisah.
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5. Preparasi sampel dan Sequencing

Preparasi sampel dilakukan dengan mencampurkan 10 pl produk cycle
sequencing dengan 1 pl 3 M Na-acetat, 1 pl 125 mM EDTA (pH 8) dan 25 pl
etanol absolut kemudian di vortex dan didiamkan selama 15 menit. Tahap
berikutnya dilakuan sentrifugasi 10.000 rpm selama 10 menit pada temperatur
dingin (4 °C). Supernatan dibuang dan pelet dicuci dengan 70 % etanol untuk
kemudian disentrifugasi ulang 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang
dan pelet dikeringanginkan selama 10 menit. Pelet DNA yang sudah kering
ditambah dengan 10 pl HiDi-Formamide dan di vortex. Sampel kemudian
dipanaskan pada suhu 95 °C selama 2 menit dan segera didinginkan dalam es.
Tahap selanjutnnya sampel diinjeksi ke dalam mesin Automated DNA sequencer
(ABI 3130).

6. Identifikasi berdasarkan data sekuen

Analisis DNA menggunakan program BioEdit dan program Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) pada database Bank gen National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Hall 1999) dan Ribosomal Database Project
(RDP). Data NCBI BLAST tersedia pada laman http://www.ncbi.nlm.nih.gov,
sedangkan RDP pada laman http://www.rdp.cme.msu.edu.

7. Analisis filogenetik

Analisis filogenetik menggunakan program Clustal X versi 1.83 (Thomson
et al., 1997). Konstruksi pohon filogenetik berdasarkan jarak kekerabatan genetik
dengan metode Neighbor joining (Saitou & Nei 1987). Konstruksi jarak evolusi
dalam derajat kepercayaan menggunakan bootstrap value pada program NJ plot
dengan 1.000 replikasi bootstrap berdasarkan Felsenstein (1985). Spesies
pembanding yang digunakan adalah spesies type. Data sekuen spesies type
tersebut diperoleh dari RDP.
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8. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat-isolat actinomycetes

Karakterisasi dilakukan terhadap sembilan isolat terseleksi yang telah di
sekuensing. Karakterisasi yang dilakukan berupa pengamatan morfologi dan
fisiologi. Karakterisasi morfologi dilakukan dengan mengamati ada tidaknya
miselium aerial, bentuk spora, warna koloni, warna miselium, dan produksi
pigmen, yang ditumbuhkan pada medium yang berbeda (YSA dan ISP2).
Karakterisasi fisiologi dilakukan dengan mengamati suhu pertumbuhan, toleransi
salinitas, toleransi pH, kemampuan asimilasi berbagai sumber karbon,
kemampuan memproduksi enzim tertentu, dan aktivitas antimikroba. Kemampuan
asimilasi karbon dan produksi enzim tertentu dilakukan dengan menggunakan
Api20® kit (Biomerieux).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sebanyak sembilan isolat dengan aktivitas antimikroba tertinggi telah
diseleksi untuk diidentifikasi. Isolat-isolat terseleksi tersebut dapat dilihat pada
Lampiran 5. Pita hasil PCR sembilan isolat actinomycetes setelah dilakukan
elektroforesis dapat dilihat pada Gambar 11.1. DNA dari sembilan isolat dapat
teramplifikasi semua berdasarkan elektroforesis hasil PCR yang telah dilakukan.
Berdasarkan marker 1 kilobasa (1 kb) yang telah digunakan (Gambar 11.1), terlihat
bahwa semua DNA yang teramplifikasi memiliki panjang sekitar 1500 pasang
basa (1500 bp). Hal tersebut sesuai dengan target identifikasi gen 16S rRNA,
yaitu nukletida dengan panjang sekitar 1500 bp.
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- ST - T . i .

Keterangan :
dari kiri ke kanan : marker 1 kb, BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2,
RC-SS-37-4, RC-SS-37-16, BL-22-1, BL-06-5, BL-22-3 dan BL-22-5

Gambar I1.1. Hasil elektroforesis produk PCR gen 16S rRNA dari sembilan isolat

actinomycetes terseleksi

Hasil sekuensing yang telah dilakukan menggunakan enam jenis primer

menghasilkan panjang sekuen yang berbeda untuk tiap primer yang digunakan.

Panjang sekuen untuk tiap primer berkisar antara 325 — 975 basa. Sekuen yang

diperoleh untuk tiap primer telah disambung (contiq) untuk mendapatkan urutan

hasil sekuen penuh dari gen 16S rRNA. Kalkulasi hasil sekuensing seperti pada
Tabel I1.1.

Tabel I1.1. Kalkulasi panjang sekuen hasil sekuensing gen 16S rRNA terhadap
sembilan isolat actinomycetes menggunakan enam primer yang berbeda

Kode Isolat

Panjang sekuen hasil sekuensing berdasarkan primer

20F 520F 920F 520R 920R 1500R
BL-36-1 491 540 498 411 551 498
BL-20-2 492 490 465 410 462 476
BL-14-2 497 491 467 426 485 477
RC-SS-37-4 453 524 501 398 485 524
RC-SS-37-16 497 485 469 405 526 486
BL-22-1 325 353 333 673 384 369
BL-06-5 441 519 485 426 410 490
BL-22-3 462 508 462 382 454 487
BL-22-5 640 975 564 617 864 420
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Hasil contiq yang telah dilakukan, diperoleh urutan sekuen dari sembilan
isolat actinomycetes. Urutan sekuen tersebut dapat dilihat pada Lampiran 6 — 14.
Panjang sekuen yang diperoleh berkisar 1400 bp. Identitas isolat actinomycetes
telah diperoleh melalui BLAST berdasarkan urutan basa tersebut. Hasil
identifikasi molekuler isolat actinomycetes pada Tabel 11.2, sedangkan detail
pembanding dengan jenis lain berdasarkan nilai homologi terdapat pada Lampiran
15.

Tabel 11.2. Hasil identifikasi gen 16 S rRNA isolat actinomycetes yang memiliki
kemampuan antimikroba tertinggi

No | Kode isolat | Jumlah sekuen Spesies identik Persentase
(bp) homologi
1 | BL-36-1 1328 Streptomyces mobaraensis (T); 95,2
NRRL B-3729T; DQ442528
2 | BL-20-2 1454 Streptomyces violarus (T); NBRC 97,4
13104; AB184316
3 | BL-14-2 1409 Streptomyces kanamyceticus (T); 93,9
NRRL B-2535T; DQ442511
4 | RC-SS-37-4 1404 Streptomyces costaricanus (T); 100
NBRC 100773; AB249939
5 | RC-SS-37-16 1453 Streptomyces costaricanus (T); 99,8
NBRC 100773; AB249939
6 | BL-22-1 1448 Streptomyces labedae (T); NBRC 94,6
15864; AB184704
7 | BL-06-5 1515 Streptomyces kunmingensis (T); 96,2
NRRL B-16240T; DQ442513
8 | BL-22-3 1470 Streptomyces parvulus (T); NBRC 98,6
13193; AB184326
9 | BL-22-5 1425 Streptomyces badius (T); NRRL B- 98,9
2567; CSSP536; AY999783

Berdasarkan hasil identifikasi gen 16S rRNA, sembilan isolat
actinomycetes terseleksi masuk dalam genus Streptomyces. Sebanyak lima dari
sembilan isolat merupakan kandidat spesies baru, karena memiliki persentase
homologi terhadap strain type terdekatnya di bawah 98 %. Isolat tersebut adalah
BL-36-1, BL-20-2, BL-14-2, BL-22-1, dan BL-06-5. Menurut Jauh-Hsun et al.
(2002) dan Patel et al. (2004), nilai homologi 98 % atau kurang mengindikasikan
spesies yang berbeda atau dapat dipertimbangkan sebagai spesies baru. Dalam

beberapa kasus, actinomycetes dapat dikelompokkan menjadi spesies baru
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walaupun homologi 16S rDNA di atas 98 %. Hal tersebut terjadi jika nilai
homologi hibridisasi DNA-DNA rendah, atau kurang dari 70 % (Jauh-Hsun et al.
2002; Patel et al. 2004).

Konstruksi pohon filogenetik

Konstruksi pohon filogenetik yang menggambarkan hubungan
kekerabatan antar spesies dapat dilakukan untuk mempermudah analisis hasil
identifikasi. Konstruksi pohon filogenetik dalam penelitian ini digunakan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan secara kladistik antar isolat actinomycetes
terseleksi. Konstruksi pohon filogenetik dari sembilan isolat actinomycetes dapat
dilihat pada Gambar 11.2.

Analisis filogenetik pada Gambar 1.2 menunjukkan bahwa sembilan isolat
actinomycetes terpisah menjadi delapan kelompok. Isolat RC-SS-37-16 dan RC-
SS-37-4 berada dalam satu cabang dengan spesies terdekatnya, Streptomyces
costaricanus (T); NBRC 100773; AB249939. Isolat BL-22-3 berkerabat dekat
dengan Streptomyces parvulus (T); NBRC 13193; AB184326. Isolat BL-22-5
berkerabat dengan Streptomyces badius (T); NRRL B-2567; CSSP536;
AY999783. Isolat BL-36-1, BL-20-2, dan BL-22-1 secara filogenetik terpisah
dengan spesies terdekatnya. Hasil analisis filogenetik menunjukkan hasil yang
hampir sama dengan homologi sekuen DNA, lima isolat (BL-36-1, BL-20-2, BL-
14-2, BL-22-1, dan BL-06-5) merupakan kandidat jenis baru berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA.
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Keterangan :

GP = anti bakteri gram positif, GN = antibakteri gram negatif, AF = antifungi,
AK = antikanker, dan [--] = tidak memiliki aktivitas antimikroba atau
antikanker.

Gambar 11.2. Pohon filogenetik sembilan isolat actinomycetes yang diidentifikasi
berdasarkan full sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000
replikasi bootstrap

Gambar 11.2 menunjukkan hampir semua Streptomyces yang digunakan
sebagai pembanding dari sembilan isolat asal Raja Ampat memiliki aktivitas
antimikroba. Beberapa isolat juga memiliki aktivitas antikanker. Data antimikroba
dan antikanker dari spesies terdekat berdasarkan Goodfellow et al. (2011). Hal
menarik terlihat pada Gambar 11.2 adalah bahwa semua isolat yang memiliki
aktivitas antikanker juga memiliki aktivitas antifungi. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa senyawa yang dihasilkan mampu menghambat kelompok

eukariota. Hasil studi dalam penelitian ini menunjukkan bahwa penapisan

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



67

antifungi dapat dilakukan untuk memperoleh senyawa antikanker dengan
pertimbangan biaya yang lebih murah dan waktu yang lebih cepat. Nitiss dan
Heitman (2007) menyatakan bahwa fungi, terutaman kelompok khamir, dapat
dijadikan model dalam penelitian antikanker.

Penelitian ini menunjukkan bahwa isolat BL-22-5 memiliki aktivitas
antikanker, antifungi dan antibakteri. Spesies terdekat dengan BL-22-5 yang
berada dalam satu kelompok yang sama dalam satu pohon filogenetik memiliki
aktivitas yang hampir sama (Gambar 11.2). Secara umum semua spesies yang
terdapat dalam satu kelompok dengan isolat BL-22-5 menghasilkan metabolit
yang memiliki aktivitas spektrum luas terhadap sel prokariota dan eukariota.
antifungi dan beberapa antikanker. Analisis filogenetik dapat menggambarkan
hubungan kekerabatan, studi evolusi dan juga aktivitas biologi dari spesies yang
berdekatan. Streptomyces yang saling berkerabat dekat mengindikasikan
menghasilkan senyawa bioaktif yang sama atau mirip. Hal tersebut menunjukkan
bahwa studi filogenetik yang telah dilakukan tidak hanya berperan dalam
mengetahui hubungan kekerabatan terhadap spesies lain maupun perubahan
evolusi dari nenek moyang bersama secara genetik. Analisis filogenetik dapat
digunakan untuk mengelompokkan aktivitas biologi seperti antimikroba dan
antikanker. Adanya senyawa aktif dapat dijadikan salah satu karakter kunci pada
tingkatan taksonomi spesies tertentu.

Konstruksi pohon filogenetik dibuat terpisah sesuai dengan spesies
terdekatnya dapat dilihat pada Gambar 11.3 = 11.11. Gambar tersebut dibuat lebih
rinci dengan pembanding masing-masing spesies terdekatnya dalam jumlah yang

lebih banyak.

Karakterisasi isolat BL-36-1

Isolat BL-36-1 memiliki jarak kekerabatan yang relatif jauh dengan
spesies terdekatnya berdasarkan analisis filogenetik pada Gambar 11.3. Isolat BL-
36-1 memiliki dua spesies terdekat, yaitu Streptomyces mobaraensis (T); NRRL
B-3729T; DQ442528 dan Streptomyces rapamycinicus (T); NRRL B-5491;
EF408733. Nilai homologi terhadap dua spesies terdekatnya tersebut pada gen
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16S rRNA sebesar 95,2 % dan 94,3 %. Nilai tersebut berada jauh di bawah 98 %,

yang mengindikasikan spesies yang berbeda.

0.005 1000 Streptomyces sparsogenes (T) NBRC 13086

LSIF‘Gpl‘O!H}‘C&S cuspidosporus (T) NBRC 12378

361 | si7 [ Streptomyces ramulosus (T) NRRL B-2714
Streptomyces misakiensis (T) IFO 12891

1000 Streptomvces catenulae (T) DSM 40258

Streptomyces rimosus (T) JICM 4667
{ Streptomyces sclerotialus (T) DSM 43032

18] 639 treptomyces rimosus (1) DSM 41429
'8 Streptomyces chrestomyceticis (T) DSM 40545
Streptomyees yatensis (T) NBRC 101000

ss7|Streptomyces asiaticus (T) NBRC 100774
— Streptomyces rhizosphaericus (T) NBRC 100778

Streptomyces indonesiensis (T) DSM 41759

860

608

BL-36-1

Streptomyces mobaraensis (T) NRRL B-3729T

Streptomyces rapanmycinicus (T) NRRL B-5491

—Streptomvces endus (T) NRRL 2339

55| P S Streptomyces yogyakartensis (T) NBRC 100779
9“5 | Streptomyces violaceusniger (T) NBRC 13459

Streptomyces albiflaviniger (1) NRRL B-1356
——— Amwcolatopsis fastidiosa (T) NBRC 14015
Kitasatospora setae (T) JCM 3304

Gambar 11.3. Pohon filogenetik isolat BL-36-1 yang diidentifikasi berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

Spesies terdekat dari isolat BL-36-1 adalah Streptomyces mobaraensis.
Spesies tersebut dapat menghasilkan penicillin (V) acylase yang berperan untuk
mengkatalisis penicilin membentuk phenomethyl penisilin (penisilin V) (Bokhove
et al., 2010). Piericidin A, yang merupakan antibiotik spektrum luas, juga
dihasilkan oleh S. mobaraensis (Masato & Seto 1970). Laporan tentang adanya
aktivitas antifungal pada S. mobaraensis belum ditemukan. Berdasarkan
penapisan yang telah dilakukan, Isolat BL-36-1 memiliki aktivitas dalam
menghambat bakteri Gram postif (B. subtilis, S. aureus, M. luteus) dan khamir (S.

cerevisiae).
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Isolat BL-36-1 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.

Spesies terdekatnya, S. mobaraensis (T) NRRL B-3729T, diisolasi dari sampel
tanah di Mobara city, Chiba, Jepang (NBRC 2005; NRRL 2012). Studi

pembanding telah dilakukan dengan melihat perbedaan karakter morfologi dan

fisiologi antara isolat BL-36-1 dan spesies terdekatnya (Tabel 11.3).

Tabel 11.3. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-36-1 dan spesies
terdekatnya, S. mobaraensis (T) NRRL B-3729T

Karakter pembeda

Isolat BL-36-1

S. mobaraensis (T)*

Aktivitas antimikroba

anti Gram positif, antifungi

anti Gram positif, anti Gram

negatif

Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora spiral spiral
Medium YSA

Warna koloni abu-abu kuning

Produksi pigmen - cokelat

Warna koloni bawah abu-abu abu-abu
Medium ISP-2

Warna koloni abu-abu putih

Produksi pigmen abu-abu kuning

Warna koloni bawah abu-abu abu-abu
Suhu pertumbuhan 20 -37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <3% <3%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, manitol, n-asetil
glukosamin, maltose, glukonat

glukosa, manitol

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, [3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, 3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Holt et al. (1994).

Hasil analisis morfologi dan fisiologi pada Tabel 1.3 menunjukkan bahwa

isolat BL-36-1 memiliki beberapa karakter yang berbeda. Perbedaan tersebut pada

warna koloni dan produksi pigmen dalam medium YSA dan ISP-2. Perbedaan

juga terdapat pada kemampuan asimilasi gula. Berdasarkan perbedaan karakter

dan persentase homologi gen 16S rRNA yang cukup rendah (< 98 %), isolat BL-

36-1 dan S. mobaraensis diduga merupakan spesies yang berbeda.
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Karakterisasi isolat BL-20-2

Isolat BL-20-2 memiliki kekerabatan yang relatif jauh dengan spesies
terdekatnya berdasarkan analisis filogenetik seperti pada Gambar 11.4. Dua spesies
terdekat dari BL-20-2 adalah Streptomyces violarus (T); NBRC 13104 dan
Streptomyces arenae (T); ISP 5293; AJ399485, dengan persentase homologi 97,4
% dan 95,2 %. Nilai homologi dari kedua spesies terdekatnya masih di bawah 98

%, sehingga BL-20-2 sebagai kandidat spesies baru.

0.005 %{Snepromyces janthinus (T) NBRC 12879
Streptomyces albosporeus (T) LMG 19403
113 Streptomyces africanus (T) CPTVR-H
Streptomyces bellus (T) NBRC 12844
Streptomyvces indiaensis (T) NBRC 13964
Streptomyvees massasporeus (T) NBRC 12796
Streptomyces hawaiiensis (T) NBRC 12784
Streptomyces fragilis (T) NRRL 2424
——Streptomyces kovangensis (T) VK-A60
6so[ Streptomyces sampsonii (T) ATCC25495
503 | __ Streptomvcees griseus (T) NBRC 13689
Streptomyces limosus (T) NBRC 12790

= Streptomyces felleus (T) NBRC 12766
— BL-20-2

994 _[Srrepromyces violarus (T) NBRC 13104
82

724

’ Streptomyces arenae (T) ISP 5293
—Strepromyces flavofungini (T) NBRC 13371
Kitasatospora setae (T) JCM 3304

Gambar 11.4. Pohon filogenetik isolat BL-20-2 yang diidentifikasi berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA , metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap
Isolat BL-20-2 menghasilkan metabolit yang memiliki aktivitas

antimikroba. Hasil penapisan menunjukkan bahwa isolat tersebut memiliki
spectrum luas untuk kelompok mikroba, yaitu antibakteri Gram positif, Gram

negatif, dan antifungi. Sebaliknya, belum ditemukan laporan bahwa spesies

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



71

terdekatnya, Streptomyces violarus, memiliki aktivitas antimikroba. Kemampuan

menghasilkan senyawa aktif bisa dijadikan salah satu karakter dalam identifikasi

spesies. Wink (2011) menyatakan bahwa produksi senyawa aktif, termasuk

antimikroba, merupakan karakter spesifik yang dimiliki oleh actinomycetes.

Umumnya senyawa aktif baru dihasilkan oleh actinomycetes spesies baru atau

sebaliknya.

Isolat BL-20-2 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.

Spesies terdekatnya, Streptomyces violarus (T) NBRC 13104, diisolasi dari
sampel tanah pada tahun 1970 (NBRC, 2005). Studi pembanding telah dilakukan

dengan melihat perbedaan karakter morfologi dan fisiologi antara isolat BL-20-2

dan spesies terdekatnya, S. violarus (Tabel 11.4).

Tabel I1.4. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-20-2 dan spesies
terdekatnya, S. violarus (T) NBRC 13104

Karakter pembeda

Isolat BL-20-2

S.violarus (T) *

Aktivitas antimikroba

anti gram negatif, anti Gram
positif, antifungi

Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora spiral spiral
Medium YSA

Warna koloni merah merah

Produksi pigmen - -

Warna koloni bawah oranye merah
Medium ISP-2

Warna koloni cokelat cokelat

Produksi pigmen - -

Warna koloni bawah cokelat cokelat
Suhu pertumbuhan 20 -37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <3% 7%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, arabinosa, manitol,
kaprat

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltosa, gluconat, kaprat,
adipat, malat, sitrat, fenil
alanin.

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, 3
glukosidase, protease, -
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, 3
glukosidase, protease, B-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Holt et al. (1994).
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Isolat BL-20-2 dan spesies terdekatnya, S. violarus, memiliki banyak
perbedaan karakter morfologi dan fisiologi (Tabel 11.4). Isolat BL-20-2 memiliki
aktivitas terhadap mikroba berupa anti Gram positif, Gram negatif, dan antifungi,
sedangkan belum ditemukan laporan bahwa S. violarus memiliki aktivitas
antimikroba. Isolat BL-20-2 hanya dapat hidup pada medium dengan salinitas di
bawah 3 %, sedangkan spesies terdekatnya, S. violarus, memiliki toleransi
salinitas sampai 7 %. Isolat BL-20-2 hanya mampu mengasimilasi glukosa,
arabinosa, manitol, dan kaprat, sedangkan S. violarus mampu mengasimilasi lebih
banyak sumber karbon dibandingkan dengan isolat BL-20-2 (Tabel 11.4). Adanya
perbedaan karakter tersebut menunjukkan bahwa isolat BL-20-2 merupakan

kandidat spesies baru.

Karakterisasi isolat BL-14-2

Konstruksi pohon filogenetik pada Gambar 11.5 menunjukkan bahwa isolat
BL-14-2 terpisah jauh dari spesies-spesies terdekatnya. Spesies terdekat dari BL-
14-2 adalah Streptomyces kanamyceticus (T); NRRL B-2535T; DQ442511,
dengan homologi gen 16S rRNA 93,9 %. Berdasarkan konstruksi pohon
filogenetik dan homologi gen 16S rRNA terlihat bahwa isolat BL-14-2 merupakan
kandidat spesies baru.

Isolat BL-14-2 memiliki spesies terdekat dengan Streptomyces
kanamyceticus. Streptomyces kanamyceticus memproduksi antibiotik kanamisin,
yang memiliki aktivitas antibakteri dengan spektrum luas. Mekanisme kerja
kanamisin adalah melakukan interaksi dengan subunit ribosom 30S yang
mengakibatkan terhambatnya sintesis protein (Pestka 1975; Misumi & Tanaka
1980). Berdasarkan data penapisan yang diperoleh, isolat BL-14-2 menghasilkan

metabolit yang hanya menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif.
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— — Streptomyces drozdowiczii (T) NBRC 101007
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Streptomyces rectiviolaceus (T) NRRL B-16374
983 Streptomyees phaeochromogeneés (T) NBRC 3180
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Gambar I1.5. Pohon filogenetik isolat BL-14-2 yang diidentifikasi berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

S. kanamyceticus (T) NRRL B-2535T merupakan spesies terdekat dengan
isolat BL-14-2. Isolat tersebut pertama kali diisolasi dari tanah pada tahun 1961 di
Nagano, Jepang (NBRC 2005). Isolat BL-14-2 diisolasi dari sampel serasah di
Pulau Batanta, Raja Ampat. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-14-2
telah dilakukan. Karakter spesies terdekatnya, S. kanamyceticus, berdasarkan studi
literatur dari Goodfellow et al. (2011) juga telah dilakukan. Hasil perbandingan

karakter kedua isolat tersebut seperti pada Tabel 11.5.
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Tabel 11.5. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-14-2 dan spesies
terdekatnya, S. kanamyceticus (T) NRRL B-2535T

Karakter pembeda

Isolat BL-14-2

S. kanamyceticus (T) *

Aktivitas antimikroba

anti gram negatif, anti Gram
positif

anti gram negatif, anti Gram
positif

Aerial miselium

ada

ada

Bentuk rantai spora

rectiflexibiles

rectiflexibiles

Medium YSA
Warna koloni merah kuning
Produksi pigmen - kuning
Warna koloni bawah | merah putih
Medium ISP-2
Warna koloni merah cokelat
Produksi pigmen - -
Warna koloni bawah | merah cokelat
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas < 3% < 3%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, manitol, n-asetil
glukosamin, maltosa, glukonat,
kaprat, adipat, malat, citrat

glukosa, manitol, n-asetil
glukosamin, maltosa, glukonat,
kaprat, adipat, malat, citrat

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, f3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, 3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Goodfellow et al. (2011).

Isolat BL-14-2 memiliki kesamaan dengan spesies terdekatnya,
S. kanamyceticus, bedasarkan karakter fisiologi yang dibandingkan (Tabel 11.5).
Walaupun demikian, karakter morfologi menunjukkan adanya perbedaan. Warna
koloni dan produksi pigmen antara kedua isolat tersebut berbeda. Isolat BL-14-2
memiliki koloni berwarna merah pada medium YSA maupun ISP2. Streptomyces
kanamyceticus memiliki koloni berwarna kuning pada medium Y SA dan cokelat
pada edium ISP 2 serta menghasilkan pigmen kuning. Walaupun hanya memiliki
sedikit perbedaan morfologi dari karakter yang dibandingkan dengan spesies
terdekatnya, isolat BL-14-2 memiliki homologi gen 16S rRNA yang rendah serta
terpisah jauh secara filogenetik dengan S. kanamyceticus. Hal tersebut

menunjukkan bahwa isolat BL-14-2 merupakan kandidat spesies baru.
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Karakterisasi isolat RC-SS-37-4

Konstruksi pohon filogenetik pada Gambar 11.6 menunjukkan bahwa isolat
RC-SS-37-4 berkerabat dekat dengan Streptomyces costaricanus (T); NBRC
100773 dengan homologi gen 16S rRNA sebesar 100 %. Walaupun demikian,
berdasarkan persamaan gen 16S rRNA, isolat RC-SS-37-4 juga memiliki
homologi 100 % dengan Streptomyces murinus (T); NBRC 12799 dan
Streptomyces griseofuscus (T); NBRC 12870. Namun analisis filogenetik
menunjukkan bahwa RC-SS-37-4 lebih dekat dengan Streptomyces costaricanus
(T); NBRC 100773,

0.005 7 . " : [ %
878 |Streptomyces griseofuscus (T) NBRC 12870

846 |'Streptomyeces murinus (T) NBRC 12799

Streptomyces costaricanus (T) NBRC 100773

C-S8-37-4

Streptomyees phaeogriseichromatogenes (T) NRRL 2834

899

968 Streptomyces griseoflavus (T) LMG 19344

_ISI:'epronn'ces griseoloalbus (T)NBRC 13046
1000 iStreptomyces albaduncus (T) ICM 4715 CSSP415
Streptomyces misionensis (T) NRRL B-3230
Streptomyces phaeoluteichromatogenes (T) NRRL B-5799
Streptomyces intermedius (T) NBRC 13049
Streptomyces diastaticus (T) NBRC 3714
837 997 |Streptomyces gougerotii (T) NBRC 3198

e” Streptonyces rutgersensis (T) NBRC 12819
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1000 Lstrepromyces durhamensis (T) NRRL B-3309
: Streptomyces avermitilis (T) MA-4680

j@'@pmmyc es flavovariabilis (T)NRRL B-16367
301" Streptomyees prunicolor (T) NRRL B-12281
Streptomyces yokosukanensis (T) NRRL B-3353

Kitasatosporasetae (T) JCM 3304

-
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Gambar 11.6. Pohon filogenetik isolat RC-SS-37-4 yang diidentifikasi
berdasarkan full sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan
1.000 replikasi bootstrap
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Penelitian yang dilakukan oleh Esnard et al. (1995) menemukan adanya
aktivitas antifungi dari S. costaricanus. Sampai saat ini, belum ditemukan laporan
bahwa S. costaricanus memiliki aktivitas antibakteri. Isolat RC-SS-37-4 memiliki
aktivitas antifungi terhadap khamir S. cerevisiae dan antibakteri Gram positif
terhadap M. luteus dan S. aureus.

Isolat RC-SS-37-4 diisolasi dari sampel tanah di Pulau Salawati, Raja
Ampat. Spesies terdekatnya, Streptomyces costaricanus (T) NBRC 100773, juga
diisolasi dari sampel tanah di sekitar Nematoda, di wilayah Costarica (NBRC
2005). Studi perbandingan karakter morfologi dan fisiologi antara isolat RC-SS-
37-4 terhadap spesies terdekatnya seperti pada Tabel 11.6.

Hasil analisis morfologi dan fisiologi pada Tabel 11.6 menunjukkan bahwa
isolat RC-SS-37-4 memiliki karakter sangat mirip dengan S. costaricanus.
Walaupun demikian, ada sedikit perbedaan pada pH pertumbuhan dan aktivitas
antimikroba. Streptomyces costaricanus mampu tumbuh pada range pH luas
(antara 3,5 sampai 9) sedangkan isolat RC-SS-37-4 memiliki toleransi pH
pertumbuhan lebih sempit. Perbedaan tersebut diduga hanya merupakan bentuk
adaptasi terhadap lingkungan tumbuh. Aktivitas enzim pada S. costaricanus tidak
diukur pada penelitian yang dilakukan Esnard et al. (1995) dan juga tidak
ditemukan pada penelitian atau pustaka lain. Persentase homologi yang tinggi
(100 %) antara kedua isolat tersebut mendukung bahwa RC-SS-37-4 bukan

merupakan spesies baru.
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Tabel 11.6. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat RC-SS-37-4 dan
spesies terdekatnya, S. costaricanus (T) NBRC 100773

Karakter pembeda

Isolat RC-SS-37-4

S. costaricanus (T) *

Aktivitas antimikroba anti Gram positif, antifungi antifungi
Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora spiral spiral
Medium YSA

Warna koloni abu-abu abu-abu

Produksi pigmen kuning kuning

Warna koloni bawah | hitam hitam
Medium ISP-2

Warna koloni putih putih

Produksi pigmen kuning kuning

Warna koloni bawah | kuning kuning
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <5% <5%
Toleransi pH 7-9 35-9

Asimilasi gula

glukosa, manosa, manitol, n-
asetil glukosamin, maltose,
glukonat, adipat, malat, fenil
asetat

glukosa, manosa, manitol, n-
asetil glukosamin, maltose,
glukonat, adipat, malat, fenil
asetat

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, f3-
glukosidase, protease, [-
galaktosidase

Tidak diukur

Keterangan : *) data berdasarkan Esnard et al. (1995).

Karakterisasi isolat RC-SS-37-16
Analisis filogenetik pada Gambar 1.7 menunjukkan bahwa isolat RC-SS-

37-16 sangat dekat dengan Streptomyces costaricanus (T); NBRC 100773 dengan

homologi 99,8 %. Persentase homologi yang tinggi (99,8 %) antara kedua isolat

tersebut mendukung bahwa RC-SS-37-16 bukan merupakan spesies baru.
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Gambar 11.7. Pohon filogenetik isolat RC-SS-37-16 yang diidentifikasi
berdasarkan full sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000
replikasi bootstrap

Isolat RC-SS-37-16 memiliki aktivitas antibakteri dan antifungi. Belum
ditemukan laporan bahwa spesies terdekat dari RC-SS-37-16, Streptomyces
costaricanus, memiliki aktivitas antifungi.

Isolat RC-SS-37-16 diisolasi dari sampel tanah di Pulau Salawati, Raja
Ampat. Spesies terdekatnya, Streptomyces costaricanus (T) NBRC 100773, juga
diisolasi dari sampel tanah habitat Nematoda, di wilayah Costarica pada tahun
1995 (NBRC 2005). Analisis karakter morfologi dan fisiologi antara kedua isolat
tersebut seperti pada Tabel 11.7.
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Tabel 11.7. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat RC-SS-37-16 dan spesies
terdekatnya, S. costaricanus (T) NBRC 100773

Karakter pembeda

Isolat RC-SS-37-16

S. costaricanus (T) *

Aktivitas antimikroba anti Gram positif, antifungi antifungi
Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora spiral spiral
Medium YSA

Warna koloni abu-abu abu-abu

Produksi pigmen kuning kuning

Warna koloni bawah | hitam hitam
Medium ISP-2

Warna koloni putih putih

Produksi pigmen kuning kuning

Warna koloni bawah | kuning kuning
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas < 5% <5%
Toleransi pH 7-9 35-9

Asimilasi gula

glukosa, manosa, manitol, n-
asetil glukosamin, maltose,
glukonat

glukosa, manosa, manitol, n-
asetil glukosamin, maltose,
glukonat, adipat, malat, fenil
asetat

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, 3
glukosidase, protease, -
galaktosidase

Tidak diukur

Keterangan : *) data berdasarkan Esnard et al. (1995).

Hasil karakterisasi antara isolat RC-SS-37-6 menunjukkan kemiripan

dengan isolat terdekatnya (S. costaricanus) dan juga isolat RC-SS-37-4. Sedikit

perbedaan pada aktivitas antimikroba, toleransi suhu pertumbuhan dan asimilasi

gula kemungkinan bukan merupakan faktor pembeda spesies. Hal tersebut karena

isolat RC-SS-37-16 memiliki homologi gen 16S rRNA yang tinggi terhadap dua

isolat terdekatnya, yaitu RC-SS-37-4 dan S. costaricanus.

Karakterisasi isolat BL-22-1

Isolat BL-22-1 secara filogenetik terpisah jauh dari spesies-spesies

terdekatnya (Gambar 11.8). Spesies terdekat dari isolat tersebut adalah
Streptomyces labedae (T); NBRC 15864 dengan homologi gen 16S rRNA yang
relatif rendah (94,6 %). Bukti ini dapat menjadi salah satu dasar bahwa BL-22-1

merupakan kandidat spesies baru.
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Gambar 11.8. Pohon filogenetik isolat BL-22-1 yang diidentifikasi berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

Isolat BL-22-1 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.
Spesies terdekatnya, Streptomyces labedae (T) NBRC 15864, diisolasi dari
sampel tanah di kota New Mexico pada tahun 1987 (NBRC 2005). Karakterisasi
antara kedua isolat tersebut seperti pada Tabel I1.8. Sampai saat ini belum
ditemukan publikasi yang melaporkan bahwa Streptomyces labedae memiliki
aktivitas antibakteri dan antifungi. Isolat BL-22-1 memiliki aktivitas anti bakteri

Gram positif dan antifungi.
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Tabel 11.8. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-22-1dan spesies
terdekatnya, S. labedae (T) NBRC 15864

Karakter pembeda

Isolat BL-22-1

S. labedae (T) *

Aktivitas antimikroba

anti Gram positif, antifungi

Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora spiral spiral
Medium YSA

Warna koloni kuning putih

Produksi pigmen - kuning

Warna koloni bawah | kuning putih
Medium ISP-2

Warna koloni kuning putih

Produksi pigmen - kuning

Warna koloni bawah | kuning putih
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <3% 10 %
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, manosa, n-asetil
glukosamin, maltose,
glukonat, kaprat, adipat,
malat, citrate

glukosa, arabinosa, manosa

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, 3
glukosidase, protease, -
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, -
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Lacey (1987).

Isolat BL-22-1 secara morfologi dan fisiologi memiliki banyak perbedaan

dengan spesies terdekatnya, S. labedae (Tabel 11.8). Perbedaan terdapat pada

aktivitas antimikroba yang dihasilkan, warna koloni dan produksi pigmen,

kemampuan asimilasi gula, dan toleransi salinitas. Perbedaan yang cukup banyak

secara molekuler dan morfologi serta fisiologi dengan spesies terdekatnya tersebut

memperkuat dugaan bahwa isolat BL-22-1 merupakan kandidat spesies baru.

Karakterisasi isolat BL-06-5
Berdasarkan analisis filogenetik, isolat BL-06-5 berkerabat dekat dengan

Streptomyces kunmingensis (T); NRRL B-16240T (Gambar 11.9). Walaupun

demikian, nilai homologi gen 16S rRNA hanya sebesar 96,2 %. Isolat BL-06-5

merupakan kandidat spesies baru, jika analisis lain seperti hibridisasi DNA-DNA,

uji kemotaksonomi, dan fisiologi menunjukkan perbedaan dengan spesies

terdekatnya tersebut.
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oo Streptomyces capoamus (1) JCM 4734

Streptomyeces corchorusii(T)NBRC 13032
Streptomyces canarius (T) NBRC 13431
" Streptomyces olivaceoviridis (T)NBRC 13066
Streptomyces bungoensis (I)NBRC 15711
Streptomyces galbus (1) DSM40089
Streptomyces cinnabarinus (T) NBRC 13028
sl Streptomyees kunmingensis (T)NRRL B-16240T
w09 e BL-06-5

Streptomyces avermitilis (T) MA-4680
Streptomyces alboniger(T) DSM 40043
996 I Streptomyces aurantiacus (T) LMG 19358

s treptomyces tauricus (T) JCM 4837
127 LD Streptomyces durmitorensis (1) MS405
Streptomyces aureus (T)B7319
Streptomyces tanashiensis (1) IFO 12919

e Streptomyces flavogriseus (T) CBS 10134
Streptomycesturgidiscabies (1) ATCC 700248
Kitasatospora setae (T)JCM 3304

662

473

Gambar 11.9. Pohon filogenetik isolat BL-06-5 yang diidentifikasi berdasarkan full
sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

Isolat BL-06-5 memiliki aktivitas antifungi dengan menghambat
pertumbuhan S. cerevisiae dan C. albicans. Sampai saat ini belum ditemukan
laporan adanya aktivitas antifingi dan antibakteri dari Streptomyces kunmingensis.

Isolat BL-06-5 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.
Spesies terdekatnya, Streptomyces kunmingensis (T) NRRL B-16240T, diisolasi
dari sampel tanah pada tahun 1985 (NBRC 2005). Karakterisasi morfologi dan
fisiologi isolat BL-06-5 telah dilakukan. Analisis perbandingan antara isolat BL-

06-5 dan spesies terdekatnya, S. kunmingensis, juga dilakukan (Tabel 11.9).
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Tabel 11.9. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-06-5 dan spesies
terdekatnya, S. kunmingensis (T) NRRL B-16240T

Karakter pembeda Isolat BL-06-5 S. kunmingensis (T) *
Aktivitas antimikroba antifungi -
Aerial miselium ada ada
Bentuk rantai spora verticillate verticillate
Medium YSA

Warna koloni putih putih

Produksi pigmen cokelat -

Warna koloni bawah | abu-abu abu-abu
Medium ISP-2

Warna koloni cokelat putih

Produksi pigmen cokelat -

Warna koloni bawah | cokelat Cokelat
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20 -37°C
Toleransi salinitas <3% 5%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltose, glukonat, malat

Glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltose, glukonat, malat

Produksi enzim

pengasaman glukosa, arginin
dehidrolase, urease, -
glukosidase, protease, -
galaktosidase

pengasaman glukosa, arginin
dehidrolase, urease, -
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Ruan et al. (1985).

Studi perbandingan isolat BL-06-5 dengan spesies terdekatnya, S.

kunmingensis (Tabel 11.9) menunjukkan terdapat beberapa perbedaan pada

aktivitas antimikroba, warna koloni, produksi pigmen, dan toleransi salinitas.

Streptomyces kunmingensis tidak memiliki aktivitas antimikroba, tidak

menghasilkan pigmen yang larut pada medium agar, dan memiliki toleransi

salinitas mencapai 5 %. Nilai homologi gen 16S rRNA yang rendah dan

perbedaan karakter morfologi dan fisiologi antara isolat BL-06-5 dan S.

kunmingensis mengindikasikan bahwa isolat BL-06-5 merupakan kandidat spesies

baru.

Karakterisasi isolat BL-22-3

Streptomyces parvulus (T); NBRC 13193 merupakan spesies terdekat
dengan isolat BL-22-3 berdasarkan sekuen gen 16S rRNA (Gambar 11.10). Nilai

homologi kedua isolat tersebut adalah sebesar 98,6 %. Persentase homologi yang

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



84

tinggi (98,6 %) antara kedua isolat tersebut mendukung bahwa BL-22-3 bukan

merupakan spesies baru.

0.003 263 Streptomyces lomondensis (T) NBRC 15426
%Srwpramyces iakyrus (T)NBRC 13401
o Streptomyces bellus (T) NBRC 12844
1000 Streptomyces minutiscleroticus (T) NRRL B-12202
15 Streptomyces geysiriensis (T) NRRL B-12102T
] ngI‘GpIO??E}‘CQS violaceorubidus (T) LMG 20319
T Streptomyces tritolerans (T) DAS 165
Streptomyces tendae (T) ATCC19812
81 \Streptomyces humiferus (T) DSM 43030
Streptomyces violaceolatus (T) ICSSB 1022
Streptomyces violaceoruber (T) ICSSB 1016
604 Streptomy ces coelescens (T) ICSSB 1021
Streptonyees malachitospinus (T) NBRC 101004
Streptomyces olivaceus (T) NBRC 3200
Streptomyces pactum (T) NBRC 13433
3 | |Streptomyces parvulus (T) NBRC 13193
1000 - BL-22-3
Streptomyces hawaiiensis (T) NBRC 12784
654(511‘@010?}1}"695 violaceus (T) NBRC 13103
1000 Streptomyces albosporeus (T) LMG 19403

664

760

Kitasatospora setae (T) JCM 3304

Gambar 11.10. Pohon filogenetik isolat BL-22-3 yang diidentifikasi berdasarkan
full sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

Isolat BL-22-3 memiliki aktivitas menghambat pertumbuhan bakteri gram
positif dan khamir. Streptomyces parvulus, yang merupakan spesies terdekat dari
BL-22-3, telah dilaporkan banyak menghasilkan senyawa antibakteri, antifungi
dan juga anti kanker (Rahman et al. 2010; Usha et al. 2010). Actinomisin D
merupakan antibiotik yang dihasilkan oleh Streptomyces parvulus, pertama kali
diisolasi oleh Waksman dan Woodruff (1940). Senyawa tersebut selain sebagai
antibiotik, juga digunakan sebagai antikanker (Turan et al. 2006; Khatua et al.
2004).
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Isolat BL-22-3 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.

Spesies terdekatnya, Streptomyces parvulus (T) NBRC 13193, diisolasi dari

sampel tanah pada tahun 1954 (NBRC 2005). Perbandingan karakter morfologi

dan fisiologi antara isolat BL-22-3 dan S. parvulus telah dilakukan seperti pada

Tabel 11.10.

Tabel 11.10. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-22-3 dan spesies
terdekatnya, S. parvulus (T) NBRC 13193

Karakter pembeda

Isolat BL-22-3

S. parvulus (T) *

Aktivitas antimikroba

anti Gram positif, antifungi

anti Gram positif, anti Gram
negatif, antifungi

Aerial miselium Ada ada
Bentuk rantai spora Verticillate verticillate
Medium YSA

Warna koloni abu-abu abu-abu

Produksi pigmen kuning kuning

Warna koloni bawah | abu-abu abu-abu
Medium ISP-2

Warna koloni putih putih

Produksi pigmen - -

Warna koloni bawah | putih putih
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <5% <5%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltosa, maltose, glukonat,
kaprat, adipat, malat, citrat

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltosa, maltose, glukonat,
kaprat, adipat, malat, citrat

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, 3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, 3-
glukosidase, protease, [3-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Holt et al. (1994).

Isolat BL-22-3 memiliki kemiripan yang tinggi dengan spesies

terdekatnya, S. parvulus (Tabel 11.10) berdasarkan karakterisasi morfologi dan

fisiologi. Walaupun demikian, terdapat sedikit perbedaan pada aktivitas

antimikroba. Isolat BL-22-3 memiliki aktivitas anti bakteri Gram positif dan

antifungi, sedangkan S. parvulus memiliki aktivitas yang lebih luas, yaitu anti

bakteri Gram positif dan negatif dan juga antifungi.
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Karakterisasi isolat BL-22-5

Spesies terdekat BL-22-5 berdasarkan persamaan gen 16S rRNA adalah
Streptomyces badius (T); NRRL B-2567 dengan nilai homologi mencapai 98,9 %.
Profil filogenetik pada Gambar 11.11 menunjukkan bahwa isolat BL-22-5 berada
dalam satu cabang yang sama dengan spesies terdekatnya, yaitu Streptomyces
badius (T); NRRL B-2567 dengan nilai bootsrap mencapai 920. Hal ini

menunjukkan bahwa isolat BL-22-5 bukan merupakan spesies baru.

Streptomyces tendae (T) ATCC19812
Streptomyces matensis (T) NBRC 12889
Streptomyces ervthrogriseus (T) LMG 19406
Streptomyces griseoflavus (T) LMG 19344
Streptomyces pactum (T) NBRC 13433
Streptomyces parvudis T NBRC 13193
Streptomyces bellus (T) NBRC 12844

Streptomyces viridodiastaticus (T) [FO 13106
Streptomyces albosporeus (T) LMG 19403
3 Streptomyces sampsonii (T) ATCC25495
527 Streptomyces arenae (T) ISP 5293
108 - Streptomyces violarus (T)NBRC 13104
Streptomyces costaricanus (T) NBRC 100773
—  Streptomyces cinnabarinus (T) NBRC 13028

Streptomyces bungoensis (T) NBRC 15711
WLSIipto}nyces cafvoamus((T)) JCM 4734
Streptomyces kunmingensis (T) NRRL B-16240T
o5 [ Streptomvces sanglieri (T) NBRC 100784
Streptomyces anulatus (T) NRRL B-2000

gggjﬁeptomyces mediolani (T) NBRC 15427

960

874

812

228 Streptomyces parvus (T) NRRL B-1455T

986 e Srr'?rornl*cesbadius (T) NRRL B-2567
} BL-22-5

_ Streptomyces durmitorensis (T) MS405

7 Streptomyces kanamyceticus (T) NRRL B-2535T
Streptomyces turgidiscabies (T) ATCC 700248

Kitasatospora setae (T) JCM 3304

Gambar 11.11. Pohon filogenetik isolat BL-22-5 yang diidentifikasi berdasarkan
full sequence gen 16S rRNA, metode Neighbor-Joining dengan 1.000 replikasi
bootstrap

Metabolit yang diproduksi oleh isolate BL-22-5 mampu menghambat

semua mikroba yang diujikan dalam penelitian ini. Spesies terdekatnya,
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Streptomyces badius, memiliki aktivitas antibiotik dan antifungi (Debananda et al.

2011). Walaupun demikian, sampai saat ini belum ditemukan produk komersial

antibakteri atau antifungi dari S. badius. Penelitian yang dilaporkan hanya terbatas

pada uji antagonis terhadap mikroba patogen.

Isolat BL-22-5 diisolasi dari sampel serasah di Pulau Batanta, Raja Ampat.

Spesies terdekatnya, Streptomyces badius (T) NRRL B-2567, diisolasi dari
sampel tanah dari dekat kota Moscow, Rusia pada tahun 1958 (NBRC, 2005).
Karakter morfologi dan fisiologi isolat BL-22-5 telah diamati, dan pembandingan

karakter dengan isolat terdekatnya juga telah dilakukan (Tabel 11.11).

Tabel I1.11. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat BL-22-5 dan spesies
terdekatnya, S. badius (T) NRRL B-2567

Karakter pembeda

Isolat BL-22-5

S. badius (T) *

Aktivitas antimikroba

anti Gram positif, anti Gram
negatif, antifungi

anti Gram positif, anti Gram
negatif, antifungi

Aerial miselium

ada

ada

Bentuk rantai spora

Rectiflexibiles

Rectiflexibiles

Medium YSA
Warna koloni kuning cokelat
Produksi pigmen kuning kuning
Warna koloni bawah | kuning kuning
Medium ISP-2
Warna koloni kuning cokelat
Produksi pigmen kuning kuning
Warna koloni bawah | kuning kuning
Suhu pertumbuhan 20-37°C 20-37°C
Toleransi salinitas <5% <5%
Toleransi pH 7-9 7-9

Asimilasi gula

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltosa, maltose, glukonat,
adipat, malat, citrate

glukosa, arabinosa, manosa,
manitol, n-asetil glukosamin,
maltosa, maltose, glukonat,
adipat, malat, citrat

Produksi enzim

arginin dehidrolase, urease, 3-
glukosidase, protease, B-
galaktosidase

arginin dehidrolase, urease, p3-
glukosidase, protease, f-
galaktosidase

Keterangan : *) data berdasarkan Goodfellow et al. (2011).

Berdasarkan Tabel 11.11 terlihat bahwa isolat BL-22-5 dan S. badius

memiliki karakter morfologi dan fisiologi yang sama. Kedekatan karakter tersebut

didukung dengan tingginya nilai homologi gen 16S rRNA antar kedua isolat. Hal

tersebut menunjukkan bahwa isolat BL-22-5 bukan merupakan spesies baru.
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Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat actinomycetes

Berdasarkan hasil observasi karakter morfologi dan fisiologi seperti pada
Tabel 1.3 - 11.11 dan Lampiran 16, diketahui bahwa sembilan isolat terpilih
memiliki karakter yang berbeda. Semua isolat memiliki kemampuan
memproduksi metabolit yang bersifat sebagai antimikroba, namun selektif
terhadap jenis mikroba tertentu, seperti isolat BL-14-2 hanya memiliki aktivitas
antibakteri dan satu isolat BL-06-5 hanya memiliki aktivitas antifungi. Tujuh
isolat yang lain memiliki aktivitas antibakteri dan antifungi. Semua isolat
memiliki aerial miselium tetapi memiliki bentuk rantai spora yang berbeda, yang
dikatagorikan menjadi empat bentuk.

Actinomycetes asal Raja Ampat dapat menghasilkan pigmen, warna
koloni, dan miselium yang berbeda jika ditumbuhkan pada medium yang berbeda
(ISP-2 dan YSA). Hal tersebut menunjukkan bahwa perbedaan komposisi medium
dapat mempengaruhi sebagian karakter morfologi dari actinomycetes. Semua
isolat memiliki toleransi suhu dan pH pertumbuhan yang sama, yaitu 20-37 °C
dan 7-9. Toleransi salinitas bervariasi, namun tidak lebih dari 3 %. Kemampuan
asimilasi gula menunjukkan profil yang berbeda untuk setiap isolat, tidak ada
isolat yang memiliki kemampuan menggunakan jenis gula yang sama. Uji
produksi enzim nenunjukkan hasil yang positif. Pada kemampuan pengasaman
glukosa, semua tidak aktif kecuali isolat BL-06-5.

Berdasarkan analisis filogenetik dan hasil identifikasi, isolat RC-SS-37-4
dan RC-SS-37-16 merupakan spesies yang sama. Kedua isolat tersebut
teridentifikasi sebagai Streptomyces costaricanus. Analisis alignment
menggunakan program Clustal X 2.0.11 dan BLAST 2 sequences pada NCBI gene
bank menunjukkan tidak terdapat berbedaan nukleotida antara kedua isolat dengan
homologi sebesar 100 %. Data karakter antara kedua isolat tersebut hampir sama.
Walaupun demikian terdapat sedikit perbedaan pada karakter fisiologi, yaitu isolat
RC-SS-37-16 dapat menghambat B. subtilis sedangkan RC-SS-37-4 tidak dapat.
Isolat RC-SS-37-4 mampu mengasimilasi adipat, malat, dan fenil asetat,
sedangkan isolat RC-SS-37-16 tidak mampu mengasimilasi gula tersebut. Sedikit

perbedaan karakter antar kedua isolat kemungkinan hanya menunjukkan
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perbedaan pada level strain, sedangkan spesiesnya tetap sama, yaitu Streptomyces
costaricanus.

Dugaan bahwa isolat RC-SS-37-4 dan RC-SS-37-16 adalah satu spesies,
namun kemungkinan berbeda strain atau sub spesis didukung oleh data penelitian
lain. Penelitian yang dilakukan oleh Esnard et al. (1995) menyatakan bahwa
actinomycetes dalam satu spesies dapat memiliki karakter morfologi dan fisiologi
yang berbeda, seperti yang terjadi pada S. hygroscopicus dan S. hygroscopicus
subsp. decoyinus. Kedua spesies S. hygroscopicus tersebut memiliki perbedaan
warna koloni, kemampuan asimilasi gula, toleransi salinitas dan pH, serta
resistensi beberapa jenis antibiotik. Walaupun demikian, sekuen gen 16S rRNA
kedua isolat tersebut identik.

Ada banyak metode yang harus dilakukan untuk memecahkan persoalan
identifikasi yang kompleks dan deskripsi spesies baru. Analisis kemotaksonomi
dan fisiologi yang biasa digunakan dalam identifikasi adalah tipe diamino acid
dinding sel, tipe murein, tipe menaquinon, mol G+C, ada tidaknya mycolic acid,
dan komposisi asam lemak dinding sel atau fatty acid methyl ester (FAME)
(Embley & Stackebrandt 1994; Miyadoh 1997). Hibridisasi DNA-DNA dengan
spesies terdekat sangat diperlukan untuk mengetahui identitas pasti dari isolat
yang diperoleh (Jauh-Hsun et al. 2002; Patel et al. 2004). Pendekatan multilocus
gene juga diperlukan untuk pembeda antar spesies (Embley & Stackebrandt
1994).

Studi filogenetik yang telah dilakukan terhadap isolat actinomycetes tidak
hanya berperan dalam mengetahui hubungan kekerabatan terhadap spesies lain
maupun perubahan evolusi dari nenek moyang bersama secara genetik. Analisis
filogenetik dapat digunakan untuk mengelompokkan aktivitas biologi seperti
antimikroba dan antikanker. Adanya senyawa aktif dapat dijadikan salah satu
karakter kunci pada tingkatan taksonomi spesies tertentu. Hal tersebut dapat
mempermudah pencarian senyawa aktif berdasarkan kedekatan kekerabatan

secara taksonomi.
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KESIMPULAN

Berdasarkan identifikasi menggunakan pendekatan molekuler gen 16S
rRNA full sequence dan karakterisasi morfologi serta fisiologi, sembilan isolat
yang memiliki aktivitas antimikroba termasuk dalam genus Streptomyces. Isolat-
isolat tersebut teridentifikasi dalam delapan spesies. Isolat RC-SS-37-4 dan RC-
SS-37-16 teridentifikasi sebagai Streptomyces costaricanus, namun kemungkinan
berbeda sub spesies. Isolat BL-22-3 dan BL-22-5 teridentifikasi sebagai
Streptomyces parvulus dan Streptomyces badius. Terdapat lima isolat yang
merupakan kandidat spesies baru, yaitu Streptomyces sp. BL-36-1 (95,2 %),
Streptomyces sp. BL-20-2 (97,4 %), Streptomyces sp. BL-14-2 (93,9 %),
Streptomyces sp. BL-22-1 (94,6 %), dan Streptomyces sp. BL-06-5 (96,2 %).

SARAN

Penelitian tentang deskripsi dan validasi dapat dilakukan terhadap lima
isolat actinomycetes yang mengindikasikan kandidat spesies baru. Analisis paling
penting adalah hibridisasi DNA-DNA dengan menggunakan spesies terdekat.
Analisis pendukung lain seperti uji biokimia, sesuai standar diskripsi spesies baru,
juga perlu dilakukan. Analisis senyawa dari actinomycetes yang teridentifikasi

sebagai kandidat spesies baru perlu dilakukan.
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DISKUSI PARIPURNA

Penapisan antimikroba dilakukan terhadap 100 isolat actinomycetes
terseleksi. Pemilihan isolat actinomycetes untuk penapisan didasarkan pada
pengamatan morfotipe. Perbedaan morfotipe pada actinomycetes dapat menjadi
salah satu ciri perbedaan spesies (Miyadoh 1997; Madigan et al. 2003). Diketahui
bahwa morfologi actinomycetes paling bervariasi dibandingkan dengan kelompok
bakteri yang lain (Kurtboke 2001; Goodfellow et al. 2011). Seleksi morfotipe
didasarkan pada warna koloni, bentuk koloni, produksi pigmen, dan bentuk spora
yang dihasilkan. Hal tersebut perlu dilakukan untuk meminimalisasi adanya
duplikasi isolat. Seleksi yang dilakukan diharapkan bahwa isolat yang digunakan
berasal dari jenis atau strain yang berbeda, sehingga dapat memberikan gambaran
tentang profil aktivitas antimikroba metabolit actinomycetes yang berasal dari
Raja Ampat. Hal tersebut dianggap penting karena belum ada laporan tentang
aktivitas antimikroba dari actinomycetes asal Raja Ampat, sehingga hasil dari
penelitian ini merupakan informasi pertama.

Hasil penapisan yang telah dilakukan menunjukkan bahwa ekstrak organik
lebih aktif dibanding dengan ekstrak air. Senyawa aktif tersebut secara umum
bersifat kompleks sehingga kelarutan dalam air rendah. Senyawa aktif yang larut
dalam air jumlahnya sedikit atau terbatas. Eloff (1998) menyatakan bahwa
senyawa yang memiliki aktivitas antimikroba sebagian besar tidak larut dalam air,
tetapi larut dalam pelarut organik. Cowan (1999) menyatakan beberapa kelompok
senyawa aktif seperti fenol, terpenoid, alkaloid, lektin, polipeptida, poliasetilen,
hanya sebagian kecil fenol dan polipeptida saja yang larut dalam pelarut polar
atau air.

Diantara keseluruhan jenis actinomycetes yang telah diskrining aktivitas
biologinya, isolat BL-22-5 memperlihatkan potensi yang lebih baik dibandingkan
isolat-isolat lainnya. Ekstrak organik (etil asetat-metanol) dari kultur mikroba ini
memperlihatkan diameter daerah hambat terhadap bakteri uji jauh melampaui
ekstrak organik dari isolat actinomycetes lainnya yakni sebesar 24 mm. Hal yang

sama terjadi pada aktivitas antifungi dari ekstrak organik kultur mikroba ini
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terlihat lebih kuat dibandingkan ekstrak mikroba lainnya dengan daya hambat 30
mm (Lampiran 1).

Disisi lain, penapisan senyawa antifungi dapat digunakan untuk tahap awal
guna mendapatkan senyawa antikanker. Metode tersebut lebih efektif karena
dapat dilakukan dengan cepat dan biaya operasional yang relatif murah
dibandingkan jika penapisan dilakukan langsung menggunakan sel kanker secara
in vitro. Nitiss & Hetman (2007) menyatakan bahwa sel kanker memiliki
kesamaan dengan sel fungi, terutama khamir sehingga sel khamir dapat dijadikan
dasar dalam studi kanker.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metabolit F.5.1 yang diproduksi
actinomycetes BL-22-5 bersifat toksik terhadap semua sel kanker yang diujikan,
namun tidak toksik terhadap sel normal. Nilai 1Cs, diatas 500 pg/ml dianggap
tidak toksik (Machana et al. 2011). Rata-rata tingkat toksisitas ekstrak BL-22-5
terhadap sel kanker lebih tinggi, namun terhadap sel normal lebih rendah
dibandingkan doksorubisin. Hasil positif diperoleh dari penelitian ini, karena
diketahui bahwa kebanyakan senyawa antikanker juga bersifat toksik terhadap sel
normal (Blagosklonny 2005; Gou et al. 2011). Hasil penelitian menunjukkan
bahwa doksorubisin memiliki 1Cso terhadap sel normal masih di bawah 20 pg/ml.
Hal tersebut mengindikasikan bahwa doksorubisin juga masih bersifat toksik
terhadap sel normal.

Penggunaan doksorubisin dalam kemoterapi kanker akan memberikan
efek samping terhadap kerusakan sel normal. Efek samping tersebut berkaitan
dengan mekanisme kerja doksorubisin itu sendiri. doksorubisin bersifat DNA
interkalasi dan menghambat replikasi DNA. Dengan terhambatnya replikasi DNA,
maka pembelahan sel akan terhenti (Momparler et al. 1976; Frederick et al. 1990;
Fornari et al. 1994). Penghambatan replikasi DNA oleh doksorubisin tidak hanya
terjadi pada sel kanker, tetapi juga pada sel normal yang masih aktif membelah.
Menurut Rodriguez et al. (1994), sel masih aktif membelah yang biasanya
terpengaruh aleh doksorubisin adalah folikel rambut, sumsum tulang, dan
leukosit. Doksorubisin juga menyebabkan kerusakan hati dan ginjal pada dosis
kemoterapi tertentu (0,2-10 mg/kg berat badan) (EI-Sayyad et al. 2009).
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Isolat BL-22-5 memiliki spesies terdekat dengan Streptomyces badius.
Actinonomycetes tersebut memiliki aktivitas antibiotik dan antifungi (Debananda
et al. 2011). Walaupun demikian, sampai saat ini belum ditemukan produk
komersial antibiotik atau antifungi dari S. badius. Penelitian baru sebatas uji
antagonis terhadap mikroba patogen. Hal tersebut membuka peluang besar bahwa
metabolit murni F.5.1 yang diproduksi isolat BL-22-5 bisa merupakan kandidat
jenis obat baru sebagai antibakteri, antifungi, dan antikanker.

Sebanyak sembilan isolat yang memiliki aktivitas antimikroba terbaik
telah diidentifikasi dan dikakterisasi. Semua isolat teridentifikasi menjadi delapan
spesies yang berbeda namun semua masuk dalam genus Streptomyces. Diketahui
bahwa Streptomyces merupakan genus dominan pada actinomycetes.
Streptomyces memiliki 502 spesies dari 2.335 spesies actinomycetes yang
teridentifikasi (Madigan et al. 2003, Goodfellow et al. 2011). Streptomyces
memproduksi 55 % dari total antibiotik yang telah dikomersialkan. Streptomyces
juga memproduksi 31 % dari total senyawa bioaktif selain antibiotik (Watve et al.
2001).

Hasil identifikasi menggunakan pendekatan gen 16S rRNA, analisis
filogenetik, dan karakterisasi morfologi serta fisiologi menunjukkan bahwa lima
isolat merupakan kandidat spesies baru. Isolat tersebut adalah BL-36-1, BL-20-2,
BL-14-2, BL-22-1, dan BL-06-5. Namun untuk memastikan bahwa isolat-isolat
tersebut adalah spesies baru masih diperlukan analisis lanjut yang meliputi
hibridisasi DNA-DNA dan analisis kemotaksonomi. Hibridasi DNA-DNA harus
dilakukan terhadap type strain spesies-spesies terdekatnya. Jika nilai homologi
hibridisasi kurang dari 70 %, maka dapat dikatagorikan menjadi jenis baru (Jauh-
Hsun et al. 2002; Patel et al. 2004). Pengujian lain yang perlu ditambahkan untuk
deskripsi jenis baru diantaranya adalah analisis kemotaksonomi. Analisis tersebut
diantaranya adalah diamino acid dinding sel, tipe murein, menakuinon, mol G+C,
ada tidaknya mycolic acid, dan fatty acid methyl ester (FAME) (Embley &
Stackebrandt 1994; Miyadoh 1997; Goodfellow et al. 2011). Walaupun demikian,
analisis hibridisasi dan kemotaksonomi tidak dilakukan dalam penelitian ini

karena bukan merupakan target utama dari penelitian kami saat ini.
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Hasil yang menarik dari penelitian ini adalah telah diperoleh satu isolat
asal Raja Ampat, Papua yang memiliki beberapa aktivitas biologi sekaligus.
Aktivitas tersebut adalah antibakteri, antifungi, dan antikanker yang berasal dari
metabolit murni yang diisolasi dari kultur cair isolat BL-22-5. Aktivitas
antimikroba relatif lebih rendah dibanding antimikroba komersial (kloramfenikol,
eritromisin, nistatin, dan kabisidin), namun bersifat spektrum luas. Walaupun
demikian, aktivitas antikanker secara umum lebih tinggi dibanding antikanker

komersial (doksorubisin).

RANGKUMAN KESIMPULAN DAN SARAN

Penapisan terhadap seratus actinomycetes asal Raja Ampat, Papua Barat
telah dilakukan. Sebanyak 44 % actinomycetes dari tempat tersebut memiliki
aktivitas antimikroba. Telah diperoleh Sembilan isolat unggul penghasil
antimikroba dengan aktivitas tertinggi. Semua isolat tersebut masuk dalam genus
Streptomyces berdasarkan identifikasi molekuler gen 16S rRNA. Lima isolat
merupakan kandidat spesies baru. Dari seratus isolat telah diperoleh satu isolat
paling unggul, yaitu Streptomyces badius BL-22-5. Isolat tersebut menghasilkan
metabolit yang memiliki aktivitas antibakteri, antifungi dan anti kanker sekaligus.

Hasil penelitian ini membuka peluang besar untuk dikembangkan.
Metabolit murni yang dihasilkan dapat dielusidasi menggunakan analisis
spektroskopi yang meliputi analisis NMR, IR, UV dan MS untuk mengetahui
struktur molekulnya. Mekanisme kerja metabolit BL-22-5 terhadap antikanker
perlu dipelajari. Uji lanjut aktivitas antikanker dapat ditingkatkan menuju
penelitian in vivo. Jika memenuhi syarat standar obat baru, penelitian dapat
dilanjutkan lagi pada uji klinik. Lima isolat yang merupakan kandidat jenis baru
juga dapat dianalisis lanjut, seperti hibridisasi DNA-DNA dan uji

kemotaksonomi.
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Lampiran 1. Hasil penapisan antimikroba dengan konsentrasi ekstrak masing-
masing 1000 pg/ml. Angka menunjukan rata-rata diameter zona
hambat dalam mili meter (mm).

Pelarut etil asetat : metanol Pelarut air
Kode Isolat

No .% %) .% %)
n n n n < n n n n [t

- 8| |8|8|& =|38|=|38|8]|2E

212 5]c|8|2 8|2 g 8|3

wi = m 1%} (%) S L = m 1%} %) S

1 BL031 - - - - - - - - - - - -
2 BL032 - - - - - - - - - - - -
3 BL 033 - - - - 8 - - - - - - -
4 BL 03 4 - 8 - 10 9 - - - - - -
5 BL 035 - - - - - - - - - - - -
6 BL 03 6 - - - - - - - - - - - -
7 BL037 - - - - - - - - - - - -
8 BL 039 - - - - - - - - - - - -
9 BL 03 10 - - - - - - - - - - - -
10 BL 06 1 - - - - - - - - - - - -
11 BL 06 2 - - - - 12 - - - - - - -
12 BL 06 4 - - - - 7 14 - - - - - 8
13 BL 06 5 - - - - 20 | 25 - - - - - -
14 BL 06 7 - - - - - - - - - - - -
15 BL 06 8 - - - - - - - - - - - -
16 BL 06 9 - - - - - - - - - - - -
17 BL 06 10 - - - - - - - - - - - -
18 BL131 - - - - - - - - - - - -
19 BL 132 - - - - - - - - - - -
20 BL 133 - - - - - - - - - - - -
21 BL 134 - - - - - - - - - - - -
22 BL 135 - 9 - - 11 - - - - - - -
23 BL 136 - 7 - - 10 - - - - - -
24 BL141 - - - - - - - 7 8 - 9 -
25 BL 142 - 19 | 18 - - - 10 | 18 - - -
26 BL 14 3 - - - - - - - - - - - -
27 BL 14 4 - 11 | 13 - 17 - - - - - - -
28 BL 145 - - - - - - - - - - - -
29 BL201 - - - - - - - 8 19 9 - -
30 BL202 7121 22| 22| 27 - - - - -
31 BL 205 - - - - - - - - - - - -
32 BL 20 6 - - - - - - - - - - - -
33 BL207 - - - - - - - - - - - -
34 BL 208 - - - - - - - - - - - -
35 BL221 - 21 | 22 | 20 | 27 - - - - - - -
36 BL222 - 9 10 9 - - - - - - - -
37 BL 223 - 23 1 20 | 20 | 25 - - 13 | 14 | 14 - -
38 BL 224 - - - - - - - - - - - -
39 BL 225 12124 | 24 | 22 | 30 - 8 16 | 18 | 16 - -
40 BL 226 - - - - - - - - - - - -
41 BL 26 4 - - - - - - - - - - - -
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42 BS141 - - - - 8 10 - 10 7
43 BS 226 - - - 11 - - R

44 | BS251 - - - | 24 - N . - .
45 | BS252 - - - - - N . - .
46 | BS254 - - 7 |12 - - . . .
47 | BS255 - - - | 23 - N . - .
48 BS 256 7 8 7 24 - - - - -
49 BS321 - - - - - - - - R
50 BS331 - - - - - - - - R
51 | RCBL141 - - - - - . . - .
52 | RCBL 14 10 - - - - 13 | - . - .
53 | RCBL 14 11 - - - - - . . - .
54 | RCBL14 12 6 - - - - - N . .
55 | RC BL 14 13 - - - 9 - . . - .
56 | RCBL144 - - - - - . . - .
57 | RCBL145 - - - - - . . 8 .
58 | RCBL146 14 | - | 13 | 16 . - - 7 .
59 | RCBL147 8 - | 12| - - 3 . . .
60 | RCBL148 - - . . - - . - .
61 RCBS033 - - = = - - - - R
62 RCSL361 - = - g - - L - R
63 RC SL 36 2 8 - 9 12 - - § - R
64 RC SL 36 3 - = - R - - 4 - R
65 RC SL 36 4 - - - = - - - - R
66 RC SS 37 13 - - - 12 - - - - R
67 RC SS 37 16 21 - 10 | 22 13 19 15 16 -
68 RC SS 37 17 - L - = - - - - R
69 RC SS 37 18 11 - 12 14 - - - - R
70 RC SS 37 21 6 - 9 - - - < - -
71 RC SS 37 22 - r _ g - 9 - - R
72 | RCSS373 N Sl -] -] -
73 RC SS 374 23 - 22 | 25 - - = - -
74 | RCSS375 14 | 13 | - | 15 = . . . .
75 | RCSS377 - L - - X 9 / 10 | -
76 | RCSS379 8 | 11 | 11 | 11 . = - - -
77 BL361 7 6 20 15 - - - - -
78 SL362 - - - - - A - - R
79 SL363 7 - 15 18 - - - - -
80 SL364 - e 3 = - - - - R
81 SL367 - - - = - - - - R
82 SL 36 10 - - - - - - - - R
83 SL 368 - - - - - - - - R
84 SL369 - - - - - - - - R
85 |SL371 18| - | 21| 30 9 | 11 | 12 | 11 | -
86 SL372 - - - - - - - - R
87 SL373 - - - - - - - - R
88 W 26 5 - - - - - - - - R
89 W331 - - - - - - - - R
90 | w332 - - - - 12 | - . - .
91 W 40 3 - - - - - - - - R
92 G23 - - - - - - - - R
93 | SL100 - - - | 14 8 | - - g | -
94 | RCW161 - - - - 7 | 13| - - .
95 RC W26 6 - - - - - - - - R
96 SDSW 401 - - - - - - - - R
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97 | SDSW275 - -
98 | RCG21 - -
99 | RCG23 - -
100 | RCG25 - -

Lampiran 2. Kontrol negatif dan positif yang digunakan pada pengujian

antimikroba

Microorganisme

Kontrol negatif

Kontrol positif

uji 1%
DMSO

aquades

kloramfenikol

eritromisin nistatin kabisidin

E. coli -
M. luteus -
B. subtilis -
S. aureus -
S. cerevisiae -
C. albicans -

o+ o+ o+ o+

o+ o+ + o+
:
'

= on = =™ B ;M
\ﬁ'g

2761
4 197

1.0

125

10.04

2.7 26|

- ya18s

=

= & <
- {7725
4187

05

1y L

Dl

; I
0o 25 50 75

e
100

L
125

T
mn

S B BT o

_ﬁﬁ

Lampiran 3. Standar urasil 5 ppm (A), 2,5 ppm (B), 1,25 ppm (C), 0,63 (D) dan
0,31 ppm (E) pada analisis KCKT dengan fase gerak acetonitril :

aquades (1:9).
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Lampiran 4. Pengujian fisiologi isolat dengan menggunakan API-20®, dimana A :
BL-36-1; B : BL-06-5; C : BL-22-5; D : BL-20-2; E : RC-SS-37-4; F
: RC-SS-37-16; G : BL-14-2; H : BL-22-1; dan | : BL-22-3
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Lampiran 5. Foto isolat actinomycetes terseleksi asal Raja Ampat, Papua dengan
aktivitas antimikroba tertinggi, dimana A : isolat BL-36-1; B : isolat
BL-06-5; C : isolat BL-22-5; D : isolat BL-20-2; E : isolat RC-SS-
37-4; F : isolat RC-SS-37-16; G :isolat BL-14-2; H : isolat BL-22-1;
dan I :isolat BL-22-3.
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Lampiran 6. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-36-1.

CGATGAACCGGTCCTTCGGCCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACT
CTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACCACCGACCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAG
CTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAAGGCGACGACG
GGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGT
TGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG
CTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCG
GTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG
CGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTA
AGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGL
GGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACATCCAG
AGATGGGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACA
GGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCT
GCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTTG
CTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC

Lampiran 7. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-20-2.

ACGAACGCTGACGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCACTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAA
CGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGAT
AACACTTCCACTCTCCTGAGTGGAGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTG
TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCA
GCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACG
GTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCG
GGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACA
TTTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAAC
TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCT
TACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGC
CAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACC
GCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG
GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CGTCACGAAAGTCGGTAACACCCTGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGG
ACTGGCGATTGGGACGAAGTCG

Lampiran 8. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-14-2.

CGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATGACACC
GGCCTTCGCATGGAGGCTGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTG
AGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGAC
GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGCAAGTGACGGTACCT
GCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCCTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
TATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCAC
GTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAG
GCTTGACATATACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATG
CCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAG
TCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCAGGTACAATGAGCTGCGAAACCGTGAG
GTAGAGCGAATCTCAAAAAGCCTGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTT

Universitas Indonesia

Pelapisan actinomycetes..., Arif Nurkanto, FMIPA Ul< 2012.



109

GCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCA
CGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAG

Lampiran 9. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat RC-SS-37-4

CGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACC
ATCTTGGGCATCCTTGATGGTGTAAAGCTCCGGCCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCTCGGGGCTTAACCCCGAGTC
TGCAGTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCA
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGCGTGTTGGCGACATTC
CACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACC
AAGGACTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAG
CAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGT
GAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGA
GTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGT
CACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTT

Lampiran 10. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat RC-SS-37-16.

GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGA
ACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGG
ATATGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCT
TGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATG
CAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCTCGGGGCTTAACCC
CGAGTCTGCAGTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGA
CATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACC
TTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTG
CCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATAC
CGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTC
GGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGG
ACCAGCGATTGGGACGAAGTCG

Lampiran 11. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-22-1.

CGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCTCCATCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCAGCTG
AGGGCATCCAAGCGGTGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAG
GTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCC
GCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGC
AGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGAGCTCGTACGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCA
GTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATA
TCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGT
CGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGG
CTTGACATACACCGGAAAGCATCAGAGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTC
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GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTGTGTTGCCAGCGGA
TCATGCCGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGC
GAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTA
ATCGCAGATCAGCATTGCTGCAGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGT
CGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGG
ACGAAGTCGTAACAAGGTA

Lampiran 12. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-06-5.

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGGGTGGATTAGTGG
CGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAAACGGGGTCTAATAC
CGGATAACACTTCCCTCCTCCTGAAGGGTGCAAGCCCTGGAAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTTCCC
TCTCCGGAGGGTGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAG
TGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAA
GAGAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCG
ATACGGGCAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTC
GGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCT
TCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGATACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGG
AGCGAATCTCAAAAAGTCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTTGGAGTTGCTA
GTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAA
AGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATT
GGGACGAAGTC

Lampiran 13. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-22-3.

ACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGA
ACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGG
ATACTGACCTTCACGGGCATCTGTGAAGGTCGAAGAAAGGCTCCGGCGGTGCAGTCCGGCGGTGCAGGATG
AGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA
GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGA
AAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATT
CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATA
CTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGT
GGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATT
CGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGT
GGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAAC
TCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGC
CGGTACAATGAGCTGCGATACCGCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCT
GCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGG
ACGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCG

Lampiran 14. Urutan basa hasil contiq dari enam primer isolat BL-22-5.

GTCGAACGATGAAATCACTTCGGTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTT
CACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCTGTCCCGCATGGGACGGGGTTGAA
AGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGA
CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACG
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TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCG
GCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGT
GGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATT
AAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAG
CGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGAAAGCATCAG
AGATGGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAG
GAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTG
CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATGCCGCGAGGCGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTC
TCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGG
TGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAAGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTA

Lampiran 15. Hasil identifikasi gen 16 S rRNA isolat actinomycetes yang
memiliki kemampuan antimikroba tertinggi, berdasarkan persentase
homologi spesies terdekatnya.

No Kode Jumlah Isolat identik Persentase
isolat basa (bp) homologi
1 BL-36-1 1328 Streptomyces mobaraensis (T); NRRL | 95,2
B-3729T; DQ442528
Streptomyces rapamycinicus (T); 94,3
NRRL B-5491; EF408733
Streptomyces cuspidosporus (T); 93,7

NBRC 12378; AB184090
Streptomyces ramulosus (T); NRRL B- | 93,6
2714; DQ026662
Streptomyces sparsogenes (T); NBRC | 93,5
13086; AB184301
Amycolatopsis fastidiosa (T); NBRC 93,5
14015; AB184566

Streptomyces misakiensis (T); IFO 93,5
12891; AB217605

Streptomyces catenulae (T); 93,5
DSM 40258; AJ621613

Streptomyces yogyakartensis (T); 934
NBRC 100779; AB249942

Streptomyces violaceusniger (T); 93,4

NBRC 13459; AB184420

2 BL-20-2 1454 Streptomyces violarus (T); NBRC 97,4
13104; AB184316
Streptomyces arenae (T); ISP 5293; 95,3
AJ399485
Streptomyces massasporeus (T); 95,2
NBRC 12796; AB184152
Streptomyces koyangensis (T); VK- 95,2

A60; AY079156
Streptomyces albosporeus (T);LMG 94,4
19403; AJ781327

Streptomyces violaceus (T); NBRC 94,4
13103; AB184315
Streptomyces janthinus (T); NBRC 94,4

12879; AB184851
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Streptomyces hawaiiensis (T); NBRC 94,2
12784; AB184143
Streptomyces indiaensis (T); NBRC 94,1
13964; AB184553
Streptomyces sampsonii (T); 94,0
ATCC25495; D63871

3 BL-14-2 1409 Streptomyces kanamyceticus (T); 93,9
NRRL B-2535T; DQ442511
Streptomyces durmitorensis (T); 93,3
MS405; DQ067287
Streptomyces aureus (T); B7319; 92,8
AY094368

Streptomyces rectiviolaceus (T); NRRL | 92,7
B-16374; DQ026660
Streptomyces turgidiscabies (T); 91,2
ATCC 700248; AB026221
Streptomyces tauricus (T); JCM 4837; | 91,1
AB045879
Streptomyces umbrinus (T); NBRC 91,1
13091; AB184305
Streptomyces phaeochromogenes (T); 91,1
NBRC 3180; AB184738

Streptomyces atratus (T); NRRL B- 90,9
16927; DQ026638
Streptomyces sanglieri (T); NBRC 90,7
100784; AB249945
4 RC-SS-37- | 1404 Streptomyces costaricanus (T); NBRC | 100
4 100773; AB249939
Streptomyces murinus (T); NBRC 100

12799; AB184155
Streptomyces griseofuscus (T); NBRC | 100
12870; AB184206
Streptomyces 96,3
phaeogriseichromatogenes (T); type
strain: NRRL 2834; AJ391813
Streptomyces misionensis (T); NRRL 93,3
B-3230; EF178678
Streptomyces lanatus (T); NBRC 92,0
12787; AB184845
Streptomyces phaeoluteichromatogenes | 91,6
(T); type strain: NRRL B-5799;
AJ391814

Streptomyces durhamensis (T); NRRL | 91,6
B-3309; CSSP538; AY 999785
Streptomyces filipinensis (T); NBRC 91,1
12860; AB184198
Streptomyces yokosukanensis (T); 90.9
NRRL B-3353; DQ026652

5 RC-SS-37- | 1453 Streptomyces costaricanus (T); NBRC | 99,8
16 100773; AB249939
Streptomyces murinus (T); NBRC 99,7
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12799; AB184155
Streptomyces griseofuscus (T); NBRC | 99,7
12870; AB184206
Streptomyces 96,8
phaeogriseichromatogenes (T); type
strain: NRRL 2834; AJ391813

Streptomyces misionensis (T); NRRL 93,8
B-3230; EF178678
Streptomyces lanatus (T); NBRC 92,2
12787; AB184845
Streptomyces durhamensis (T); NRRL | 92,0
B-3309; CSSP538; AY 999785
Streptomyces filipinensis (T); NBRC 91,3
12860; AB184198
Streptomyces yokosukanensis (T); 91,3
NRRL B-3353; DQ026652

BL-22-1 1448 Streptomyces labedae (T); NBRC 94,6
15864; AB184704
Streptomyces variabilis (T); NRRL B- | 94,2
3984T; DQ442551
Streptomyces griseoincarnatus (T); 94,1
type strain:LMG 19316; AJ781321
Streptomyces variabilis (T); NRRL B- | 94,0
3984T,; DQ442551
Streptomyces matensis (T); NBRC 93,9
12889; AB184221
Streptomyces althioticus (T); KCTC 90,1
9752; CSSP673; AY 999808
Streptomyces erythrogriseus (T); type 91,9
strain:LMG 19406; AJ781328

Streptomyces viridodiastaticus (T); 91,9
IFO 13106; CSSP719; AY999852
Streptomyces achromogenes (T); 914

KCTC 9742; CSSP713; AY999846
Streptomyces griseorubens (T); NBRC | 91,0
12780; AB184139

BL-06-5 1515 Streptomyces kunmingensis (T); NRRL | 96,2
B-16240T; DQ442513
Streptomyces capoamus (T); JCM 93,4

4734; AB045877
Streptomyces bungoensis (T); NBRC 92,2
15711; AB184696
Streptomyces galbus (T); DSM40089; 92,1

X79852

Streptomyces avermitilis (T); MA- 92,1
4680; BA000030

Streptomyces olivaceoviridis (T); 92,1
NBRC 13066; AB184288

Streptomyces canarius (T); NBRC 92,1

13431; AB184396
Streptomyces cinnabarinus (T); NBRC | 91,8
13028; AB184266
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Streptomyces corchorusii (T); NBRC 91,8
13032; AB184267

BL-22-3 1470 Streptomyces parvulus (T); NBRC 98,6
13193; AB184326
Streptomyces tendae (T); ATCC19812; | 96,0

D63873

Streptomyces malachitospinus (T); 95,9
NBRC 101004; AB249954

Streptomyces olivaceus (T); NBRC 95,9

3200; AB184743
Streptomyces bellus (T); NBRC 12844; | 95,8
AB184849
Streptomyces violaceorubidus (T); type | 95,7
strain:LMG 20319; AJ781374

Streptomyces pactum (T); NBRC 95,6
13433; AB184398
Streptomyces iakyrus (T); NBRC 95,5
13401; AB184877
Streptomyces albosporeus (T); type 94,6
strain:LMG 19403; AJ781327
Streptomyces violaceus (T); NBRC 94,6
13103; AB184315

BL-22-5 1425 Streptomyces badius (T); NRRL B- 98,9
2567; CSSP536; AY 999783
Streptomyces parvus (T); NRRL B- 98,7

1455T; DQ442537
Streptomyces fimicarius (T); ISP 5322; | 98,4
CSSP537; AY999784
Streptomyces sindenensis (T); NBRC 98,1
3399; AB184759
Streptomyces rubiginosohelvolus (T); 98,0
NBRC 12912; AB184240
Streptomyces flavofuscus (T); NBRC 98,0
100768; AB249935
Streptomyces griseinus (T); NBRC 97,9
12869; AB184205
Streptomyces baarnensis (T); NBRC 97,9
14727; AB184615
Streptomyces anulatus (T); NRRL B- 97,7
2000; DQ026637
Streptomyces pluricolorescens (T); 97,7
NRRL B-2121T; DQ442540
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Lampiran 16. Karakterisasi morfologi dan fisiologi isolat actinomycetes terseleksi
asal Raja Ampat, Papua.

Karakterisasi Isolat
B-36-1|BL-20-2 |BL-14-2 |RC-SS-37-4 |RC-SS-37-16 (BL-22-1 |BL-06-5 [BL-22-3 |BL-22-5
Antimikroba
E.coli - + + - - - - _ +
B.subtilis + + + - + + - + +
S. aureus + + - + + + - + +
M. luteus + + + + + + - + +
C.albicans - - - - - - + - +
S. cereviceae + + - + + + + + +
Aerial mycelium + + + + + + + + +
Bentuk rantai
spora
Rectiflexibiles - - + - - - - - +
Spirales + + E + + ™ B N N
Verticillate - - - - - - + + -
Rectinaculiaperti - - - - - - - - -
Warna koloni,
miselium dan
pigmen pada
medium YSA
Warna koloni abu- | merah Merah abu-abu abu-abu kuning Putih abu- Kuning
abu abu
Produksi pigmen - - - kuning kuning - cokelat | kuning | Kuning
ke media
Koloni bawah abu- | oranye Merah hitam hitam kuning abu- abu- Kuning
abu abu abu
Warna koloni,
miselium dan
pigmen pada
medium ISP2
Warna koloni abu- | cokelat Merah putih putih kuning | cokelat putih Cokelat
abu
Produksi pigmen abu- - - kuning kuning - cokelat - Kuning
ke media abu
Koloni bawah abu- | cokelat Merah kuning kuning kuning | cokelat putih Kuning
abu
Suhu
pertumbuhan
4°C - - - - - - - - -
10°C - - - - - - - - -
20°C + + + + + + + + +
27°C + + + + + + + + +
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37°C + + + + + + + + +

45°C - - - - - - - - -

Toleransi salinitas

0% + + + + + + + + +

1% + + + + + + + + +

3% - - - + + - - + +

5% - - - - - - - - -

10 % - - - - - - - - -

Toleransi pH

3 B B B - . B B B B

11 - - B - g = F - -

13 - 2 - - - - 2 - -

Asimilasi gula

Glukosa + + + + + + + + +
Arabinosa - + - - - - + + +
Mannosa - - - + + + + + +
Mannitol o + + + + - + + +
N-acetyl

glucosamine + - + + + + + + +
Maltosa + = + + + % + + +
Gluconat + = + + + + + + +
Kaprat - + + o - + - + N
Adipat - - + + L + - + +
Malat - - + + A + + + +
Citrat - - + - - + - + +
phenyl-acetat - - - + - - - - -

Produksi enzim

Pengasaman

glukosa - - - - - _ + _ _
Arginin

dihydrolase + + + + + + + + +
Urease + + + + + + + + +
R-glucosidase + + + + + + + + +
Protease + + + + + + + + +
R-galactosidase + + + + + + + + +
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