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ABSTRACT

The rate of infection, especially in Indonesia is still high.
Treatment of infections by using antibiotics is constrained by cases
of resistance to antibiotics so that it is necessary to explore
microorganisms that can produce antibiotics. Antibiotics produced
by KP13 bacterialfisolates have the potential as antibiotics against
Escherichia coli. The purpose of this study was to determine the
TLC-Bioautography profile using the mobile phase of chloroform :
ethylacetate : methanol (4 : 1 : 0.5) and Densitometry analysis of
the most active fraction of KP13 bacterial isolates which have the
potential as antibiotics against Escherichia coli bacteria. The active
compounds were analyzed using GC-MS. The results showed
active spots during TLC-Biaoautography with an Rf value of
0.77. Compounds that are thought to be responsible for antibiotic
activity detected by GC-MS at an Rf value of 0.77 have similarities
with the compounds of cycloheptatriene (89%) and tetrahydrophyran
(74%).

Keywords: Densitometry, Escherichia coli, KP13 Isolate, TLC-
Bioautography.

1.

PENEHULUAN

Prevalensi penyakit tingkat infeksi masih belum menunjukkan penurunan dari tahun ke tahun.
aktor yang menyebabkan tingginya kasus infeksi adalah penggunaan antibicaa yang tidak benar.
Bakteri Gram negatif yang paling sering menyebabkan infeksi adalah Escherichia coli. Di
Indonesia, bakteri gram negatif yang sering menjadi penyebab infeksi nosokomial cenderung resisten
terhadap antibio yang digunakan [1]. Pengobatan menggunakan antibiotik masih mendapatkan
kendala, yaitu adanya faktor resistensi bakteri terhadap antibiotik yang sudah ada. Oleh
karena itu, perlu dilakukan ecksplorasi galur-galur mikroba baru yang dapat menghasilkan
antibiotik yang mempunyai potensi yang lebih tinggi dan potensi efek resistensi yang sangat
rendah, contohnya dari rizosfer [2]. Actinomycetes dapat menghasilkan senyawa bioaktif antibiotika
(70 %), fungi (20 %) dan bakteri (10%) [3].

Hasil penelitian isolasi salah satu isolat Actinomycetes yaitu isolat A16.1 yang berasal dari
tanah NTT dilakukan pemisahan senyawa antibiotik dengan KLT menggunakan fase gerak
kloroform:metanol dan fase diam silica gel yang menghasilkan 2 bercak. Bioautografi kemudian
dilakukan terhadap kromatogramtersebut. Hasil bioautografi menunjukkan aktivitas antibiotik pada Rf
0 41 terhadap Micrococcus lutens dan Staphylococcus aureus. KLT Bioautografi terhadap 5 isolatdari
rizosfer Ficus carica L., yaitu T19, T24, T25, T37, dan T43 diperoleh isolat T25 terdapat potensi
antibiotik pada nilai Rf091[4]. Fraksinasi ekstrak etil asetat isolat KP13 mengunakan gradien
eluen heksan -etil asetat sehingga diperoleh fraksi teraktif dan menganalisis mekanisme
molekuler dalam menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli melalui kebocoran sel[5].
Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui senyawa yang bertanggung jawab dalam
aktivitas penghambatan tersebut melalui analisis profil KLT-Bioautografi, Densitometri, dan
GCMS|[5].

METODE
Penelitian Ini Merupakan Penelitian Eksperimental Di Bidang Mikrobiologi Farmasi.
Starch Nitrate Agar/Broth, Nutrient Agar, Mueller Hinton Agar, Escherichia coli ATCC25922, ethyl
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acetate, TLC plate, Densitometri CANMAG 4, Cawan Petri, Inkubator, Alat gelas. Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini adalah Isolat bakteri hasil isolasi dari rizosfer tanaman kayu
putih (isolat KP 13). Pembuean starter dilakukan dengan cara mengambil seperempat bagian
plate isolat KP 13 dilsukkem ke dalam erlenmeyer 100 mL yang berisi media SNB steril sebanyak
50 mL [6]. Inkubasi pada suhu kamar selama 5 hari denginpengadukan menggunakan magnetik
stirer [7]. Dilakukan kultur bertingkat hingga volume 3 liter. Kultur uji yang sudah diinkubasi selama
14 hari disaring menggunakan corong buchner, kemudian dipekatkan pada suhu 50°C dan
diekstraksi menggunakan etil asetat [8].

Pelarut yang digunakan dalam fraksinasi yaitu campuran n-heksan, etil asetat dengan
perbandingan berturut-turut 9:1 (v/v), 8:2 (v/v), 7:3 (v/v), 6:4 (v/v), 5:5 (v/v) dan sebaliknya serta etil
asetat:metanol 1:1 (v/v) dan metanol 100%. Hasil KLT masing masing fraksi dengan profil
pemisahan yang sama dikelompokkan. Sebanyak 19 gram serbuk media MHA dilarutkan dalam
akuades sebanyak 500 ml dengan dipanaskan dan diaduk hingga homogen. Sterilisasi dilakukan

menggunakan auotoklav pada suhu 10C selama 15 menit. Setelah itu dituang pada Cawan Petri
dan ditunggu sampai agar memadat. Stok bakteri diambil sebanyak 100.[]_, dilarutkan dalam 1
mL BHI. diinkubasi selama 18-24 jam.Setelah itu diambil 100 pL dimasukkan ke dalam BHI 1 mL, dan
diinkubasi selama 3-5 jam di dalam inkubator. Kemudian sebanyak100 pL bakteri diambil dan

diencerkan dengan NaCl 0.9% sampai kekeruhan sama dengan standar Mc Farland 108 CFU/mL [9].
Fraksi teraktif, heksan: etil asetat (9:1) yang ditotolkan pada plat silika gel Fpgq, kemudian
dikembangkan dengan fase gerak yang sesuai untuk pemisahan senyawa-senyawa yang
terdapat dalam fraksi, dalam penelili ini digunakan fase gerak kloroform : Etilasetat : Metanol
(4:1:0,5). Kromatogram diletakkan pada media Mueller Hinton yang telah ditanami bakteri Escherichia
coli. Plat kromatogram dibiarkan menempel pada media selama 30 menit, setelah 30 menit plat

kromatogram diangkat. Kemudian dimasukkan ke dalam inkubator pada suhu 370 C selama 24
jam. Setelah 24 jam diinkubasi, dilakukan pengamatan dengan melihat zona hambat yang terbentuk
sebagai daerah terang yang tidak ditumbuhi bakteri [10]. Analisis Densitometri mengunakan
instrumen Densitometri CANMAG 4 pada panjang gelombang 254 nm. Kandungan senyawa
antibiotik dalam fraksi dari ekstrak etil asetat di analisis dengan Gass Chromatography-Mass
Spectroscopy (GC-MS).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis komponen senyawa antibiotik dilakukan dengan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). KLT merupakan metode pemisahan senyawa kimia secara kimia-fisika berdasarkan
perbedaan kecepatan migrasi atau rasio distribusi dari komponen campuran dua fase, yaitu fase
diam dan fase gerak [11]. Penelitian ini menggunakan sampel kelompok fraksi teraktif dengan
konsentrasi 40% sebanyak 10uL sehingga totolan mengandung (4mg). Fase diam yang digunakan
pada penelitian ini adalah silica gel Fys4 ()pnlelsi fase gerak dan diperoleh fase gerak optimal
Kloroform : Etilasetat: Metanol (4:1:0,5). Cara untuk melihat pola pemisahannya, kromatogram
tersebut dideteksi dengan lampu UV 254 nm, kemudian ditentukan nilai Rfnya [12]. Uji bioutografi
menunjukkan potensi aktivitas antibiotik yang menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada
nilai Rf 0,77 (Gambar 2).

Penelitian bioautografi lainnya pada 5 isolat yang digunakan, yaituT19,T24,T25,T37dan T41
pada bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli hanya isolat T25 yang mempunyai spot
yang aktif menghambat bakteri Staphylococcus aureus dengan nilai Rf 0,91 [4]. Hasil pembacaan
KLT-densitometri dengan panjang gelombang 254 nm menunjukkan pada nilai Rf 0,76 diduga
sebagai bercak yang aktif/ berpotensi sebagai antibiotikyang ditinjau dari kedekatan antara nilai Rf
hasil scanning dengan nilai Rf hasil uji bioautografi. Dari hasil pengujian KLT Bioautografi
diperoleh spot/ bercak yang aktif menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli pada spot
yang mempunyai nilai Rf 0.77. Hasil tersebut menguatkan dugaan puncak pada analisis KLT-
Densitometri bahwa puncak yang dominan dan muncul pada kisaran Rf 0.7-08 pada masing-
masing panjang gelombang yang digunakan (Gambar 1). Hasil analisis menggunakan panjang
gelombang 254 nm, menghasilkan 6 spot. Profil kromatogram dan nilai Rf yang diperoleh dari
masing-masing track pada (Tabel I). Kandungan senyawa antibakteri dalam fraksi etil asetat di
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analisis dengan Gass Chromatography- Mass Spectroscopy (GC-MS). Senyawa aktif yang
terdapat dalam fraksi diisolasi dengan menggunakan KLT preparatif dengan fase diam
aluminium silika gel Fps54. Plat KLT yang telah di elusi diamati secara langsung dan di
bawah lampu UV254, kemudian ditandai bagian spot yang dapat menghambat penghambatan
bakteri Escherichia coli dengan meninjau nilai Rf pada uji bioautografi, kemudian bagian tersebut
dikerok dan dilarutkan dalam etil asetat serta disaring. Filtrat hasil saringan dilakukan analisis
GC- MS. Senyawa yang dicurigai hasil analisis GC MS yang berpotensi sebagai antibiotik adalah
cycloheptatriene dan Tetrahydrophyran (Tabel 111).

Senyawa — senyawa aromatik yang mempunyai cincin benzene akan menyerap sinar UV pada
panjang gelombang 254 nm (Caims, 2008). Salah satu senyawa yang terdeteksi pada analisis
GC-MS adalah Cycloheptatriene yang mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi atau molekul
kromofor. Oleh karena itu, fraksi kelompok 1 dari isolat KP 13 yang mengalami pemadaman pada
bercak hasil elusi pada KLT mengandung ikatan rangkap terkonjugasi dari senyawa
cyclohepratriene. sintesis dan ujiaktivitas amin dan imin yang berikatan dengan fragmen
Cycloheptatriene menghasilkan N-Benzylidene- 4-(1-cyclohepta-2 4 6-trienyl)aniline, N-(4-
melh()xyphenylmelhylene)-él1-(l-ycl()hcplel- 2 4.6-trienyl)aniline, dan N-benzylidene-4-(5-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5-y1) aniline dapat menghambat pertumbuhan bakteri Sraphylococcus
aureus pada konsentrasi >1000ug/ml. Sedangkan, komponen N-benzylidene-4-(1-cyclohepta-
2.4 6rienyl)aniline dan4-(5-dibenzo[a, d] cyclohepten-5-yl)aniline pada konsentrasi
1000z g/ml dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan candida albicans [13].
Jadi fragmen cycloheptatriene yang berikatan dengan amin atau imin lebih bagus dalam
menghambat bakteri Escherichia coli dan jamur Candida albicans daripada bakteri gram positif/
Staphylococcus aureus.

Tabel 1. Hasil pengamatan visual bercak hasil elusi pada lampu UV 254 dan 366

peak Rf track Rf track Rf track

1(254nm) 2(254nm)  3(254nm)

1 0,66 0,66 0,66
2 0.75 075 0.75
3 0,77 0,77 0,77
4 0.8 0.8 08
5 0,94 094 094

Sumber: Data yang diolah (2018)

Sumber: Data yang diambil (2018)
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Gambar 1. Analisis kromatogram hasil elusi KLT fraksi kelompok 1 menggunakan CANMAG-4

Scanner pada panjang gelombang 254 nm

Tabel 2. Analisis hasil elusi KLT fraksi kelompok 1 menggunakan CANMAG-4 Scanner pada

panjang gelombang 254 nn

Peak Rf Area (%) Amax
(nm)

1 -0.02 1.34 289

2 0.02 5.64 282

3 0.41 13.69 200

4 0.67 1.21 200

5 0.76 31.81 200

6 0.88 46.31 200

Sumber: Data yang diolah (2018)

Sumber: Data yang diambil (2018)
Gambar 2. Hasil Uji Bioautografi Kelompok Fraksi Teraktif Terhadap Escherichia coli

Tabel 3. Data GC-MS fraksi kelompok 1 isolat KP 13

Waktu Kelim-
Retensi Senyawa pahan  Kemiripan
(menit) (%) (%)
1.378 Air 036 94
1.431 2-Propanol (CAS) 0.61 98
Isopropyl alcohol
1.475 BETA .-D4- 60.54 T4
Tetrahydropyran
1.642 1,24 5-Tetrabromo 3,6 0.36 60
dihexyloxybenzene
1.682 Ethyl acetate 153 94
1.833 1.3.5-Cycloheptatriene 3640 80%*
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2.000 1,2.4,5 Tetrabromo 3,6 021 60
dihexyloxybenzene

Sumber: Data yang diolah (2018)

4. KESIMPULAN

Bercak yang berpotensi antibiotik dengan perbandingan fase gerak heksan:etil asetat:metanol

(4:1:0.5) yaitu padanilai Rf 0,77 dan senyawa yang berpotensi sebagai antibiotik yang dicurigai dari hasil

analisis GC-MS mempunyai kemiripan terhadap cyclohepratriene dan Tetrahydrophyran.
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