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ABSTRAK  

 Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan isolasi dan skrining 

actinomycetes yang menghasilkan antibiotik serta analisis genetis yaitu 

menganalisis profil RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) dari gen 

NRPS (non ribosomal peptida sintetase) terhadap semua koloni actinomycetes 

yang menghasilkan antibiotik.  Berdasarkan analisis gen NRPS tersebut, diperoleh 

5 isolat yang perlu diteliti lebih lanjut karena memiliki profil gen NRPS yang 

berbeda. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan karakterisasi antibiotik yang 

dihasilkan oleh isolat yang menunjukkan aktivitas sebagai penghasil antibiotik. 

Penelitian dilakukan menggunakan 6 isolat yaitu isolat T19, T24, T25, 

T37, T41 dan P301. Penelitian diawali dengan memfermentasi semua isolat pada 

suhu kamar  selama 14 hari. Selanjutnya dilakukan penyaringan dan ekstraksi  

menggunakan etil asetat terhadap cairan kultur tiap isolat. Ekstrak dianalisis 

dengan KLT-bioautografi terhadap S. aureus dan E. coli untuk menentukan 

bercak kromatogram yang mengandung antibiotik.  Selanjutnya dipilih satu isolat 

yang mempunyai aktivitas terhadap S. aureus dan E. coli untuk dilakukan 

optimasi waktu produksi antibiotik, kultur produksi, ekstraksi dan evaporasi. 

Fraksinasi ekstrak dilakukan dengan metode triturasi dilanjutkan dengan 

biautografi. Karakterisasi fraksi aktif dilakukan dengan TLC Scanner dan analisis 

spektroskopi IR. Data spektra IR dibandingkan dengan spektra standar beberapa 

antibiotik. Karakterisasi isolat bakteri terpilih dilakukan dengan sekuensing gen 

16S rRNA. 

 Hasil penelitian menetapkan isolat P301 sebagai isolat terpilih untuk 

kultur produksi.  Waktu optimal produksi antibiotik adalah 11 hari. Fraksi yang 

mengandung antibiotik adalah fraksi kloroform-metanol (95:5) dan kloroform-

metanol (70:30). Isolat P301 memiliki kemiripan terdekat terhadap uncultured soil 

bacterium clone CS15 16S ribosomal RNA gene (partial sequence) sebesar 95%. 

 

 

Kata kunci : Antibiotik, spektroskopi IR,  optimasi waktu. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Munculnya resistensi mikroba patogen terhadap berbagai antibiotik 

(multiresisten) merupakan masalah serius dalam pengobatan penyakit infeksi. 

Multiresistensi mikroba patogen menyebabkan meningkatnya morbiditas dan 

mortalitas akibat penyakit infeksi. Multiresistensi ini mendorong para peneliti di 

dunia mencari antibiotik baru yang lebih sensitif melawan mikroba patogen yang 

resisten (Oskay et al., 2004; Parungao et al., 2007; Sulistyani et al.,2009) 

Salah satu sumber potensial molekul antibiotik baru adalah Actinomycetes. 

Secara historis, Actinomycetes menghasilkan jumlah terbesar antibiotik seperti 

golongan tetrasiklin, aminoglikosida, sefalosporin dan makrolid (Berdy, 2005). 

Actinomycetes juga merupakan sumber antibiotik baru dan senyawa penuntun 

dengan berbagai aktivitas farmakologi (Berdy, 2005; Singh et al., 2010). 

Ogunmwonyi et al. (2010) menyatakan bahwa sekitar 70% antibiotik yang 

ditemukan berasal dari Actinomycetes, sehingga Actinomycetes menjadi sumber 

yang sangat potensial untuk eksplorasi menghasilkan obat, khususnya antibiotik  

baru (Genilloud et al., 2010).  

Banyak skrining telah dilakukan dan menghasilkan ribuan molekul bioaktif 

dari mikroba. Oleh karena itu diperlukan pendekatan baru untuk mengurangi 

kemungkinan penemuan kembali senyawa yang telah diketahui (Busti et al., 2006). 

Pendekatan yang sistematis atau teknologi baru dalam pencarian senyawa calon obat 

baru (Baltz, 2008; Clardy et al., 2006; Newman & Cragg, 2007) harus diterapkan, 
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sehingga proses-proses yang dilakukan tidak ada yang sia-sia. Pendekatan ini dapat 

dilakukan dengan penerapan analisis untuk mengidentifikasi dan menghilangkan 

metabolit sekunder yang sudah dikenal dalam proses penelitian sedini mungkin. 

Analisis ini disebut juga dereplikasi.  

Dereplikasi merupakan proses untuk skrining dengan cara membandingkan  

senyawa atau metabolit sekunder yang sudah diketahui dengan senyawa yang diduga 

baru, sehingga tidak terjadi pengulangan riset untuk hasil atau senyawa yang sama 

(Lang et al., 2008). Dereplikasi dapat diterapkan terhadap ekstrak bahan alam yang 

mengandung senyawa atau metabolit tertentu (Lang et al., 2008), mikroba (misalnya 

Actinomycetes) maupun gen yang mengkode metabolitnya (Ayuso et al., 2005).  

Berbagai pendekatan dereplikasi telah dilakukan antara lain secara molekuler, 

spektroskopi atau kombinasinya. 

Pendekatan molekuler atau genomik menunjukkan perkembangan luar biasa 

pada beberapa tahun terakhir (Banik & Brady, 2008; Brady et al., 2009; Corre & 

Challis, 2009; Craig et al., 2009; Nett et al., 2009; Scherlach & Hertweck,2009). 

Salah satu pendekatan yang banyak dilakukan adalah dengan analisis gen Polyketide 

Synthase (PKS) dan gen Non Ribosomal Peptide Syntetase (NRPS) (Ayuso et al., 

2005; Ayuso-Sacido & Genilloud et al., 2005; Farida et al., 2007;). Gen PKS dan 

NRPS merupakan gen yang mengkode poliketida dan non-ribosomal peptida. 

Poliketida  dan  non-ribosomal peptida merupakan kumpulan protein multifungsional 

yang mensintesis metabolit sekunder (Radjasa et al., 2008). Perbedaan profil 

kelompok gen tersebut menunjukkan adanya perbedaan metabolit sekunder yang 

dihasilkan.  
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Pendekatan dengan analisis spektroskopi memegang peran penting dalam 

proses penemuan antibiotik. Analisis ini dapat digunakan di awal proses untuk 

mendeteksi keberadaan senyawa tertentu dalam ekstrak. Beberapa metode 

spektroskopi telah digunakan untuk dereplikasi antara lain HPLC (Tormo et al. 

(2003),  NMR (Lang et al., 2008) dan LC-MS (Cremin & Zeng, 2002; Genilloud et 

al. (2010).  

Radiasi infra merah (IR) berpotensi dapat digunakan untuk dereplikasi.  Hal 

ini disebabkan karena dua molekul senyawa yang berbeda struktur kimianya, akan 

menghasilkan spektrum IR yang berbeda pula. Hal ini disebabkan karena macam 

ikatan yang berbeda atau frekuensi vibrasi berbeda. Walaupun macam ikatan sama, 

tetapi senyawanya berbeda, maka frekuensinya berbeda pula karena ikatan yang 

sama tersebut berada dalam lingkungan yang berbeda (Silverstein et al., 1986). Pada 

umumnya, molekul memiliki banyak ikatan dan setiap ikatan dapat menghasilkan 

beberapa macam vibrasi IR-active. Spektra IR bersifat kompleks dan terdapat  

banyak pita-pita absorbsi yang  overlapping dan khas  untuk tiap senyawa.    Oleh 

karena itu spektrum spektra IR digunakan untuk identifikasi senyawa  dengan cara 

membandingkan spektranya dengan spektrum IR senyawa referensi (fingerprinting) 

(Field, 2008). 

Sampai saat ini, spektroskopi IR belum digunakan untuk dereplikasi 

metabolit Actinomycetes. Oleh karena itu penggunaan metode spektroskopi IR 

merupakan penerapan metode baru. Diharapkan hal ini dapat menjadi metode standar 

pada periode berikutnya. 

Penelitian sebelumnya (Sulistyani, 2012; Sulistyani, 2013) telah berhasil 

memperoleh 13 isolat Actinomycetes yang menghasilkan antibiotik. Berdasarkan 
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analisis RFLP terhadap gen NRPS diperoleh 5 kelompok isolat Atinomycetes. Dari 

tiap kelompok dapat diambil masing-masing satu Isolat Actinomycetes yang terpilih 

berdasarkan profil RFLP gen NRPS untuk diteliti lebih lanjut, sehingga ada 5 isolat 

untuk diteliti lebih lanjut.  Oleh Karena itu penelitian ini penting dilanjutkan 

sehingga dapat dikarakterisasi antibiotiknya dan diharapkan dapat diperoleh 

antibiotik baru. 

 

B. Permasalahan Yang Akan Diteliti 

Berdasarkan uraian sebelumnya maka pada penelitian ini akan dilakukan 

karakterisasi metabolit sekunder (antibiotik) dengan spektroskopi IR untuk 

mendeteksi keterbaruan senyawa antibiotik. Selanjutnya, dilakukan optimasi 

produksi antibiotik baru dari isolat Actinomycetes terpilih setelah dilakukan 

pemurnian dan elusidasi struktur terlebih dahulu.  

Secara garis besar dapat dirumuskan beberapa permasalahan sebagai berikut : 

1. Bagaimana profil KLT bioautografi ekstrak etil asetat cairan kultur isolat 

actinomycetes terpilih? Termasuk senyawa poliketida atau peptidakah bercak 

aktifnya? 

2. Bagaimana tingkat kebaruan antibiotik yang dihasilkan oleh isolat 

actinomycetes berdasarkan analisis spektroskopi IR? 

3. Kondisi bagaimana yang optimal untuk memproduksi antibiotik yang 

dihasilkan?  

4. Bagaimana struktur kimia antibiotik dari isolat terpilih? 
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Untuk menjawab permasalahan ini maka aspek-aspek yang diteliti pada 

kajian ini adalah akan dilakukan karakterisasi metabolit sekunder (antibiotik) yang 

diawali dengan  ekstraksi menggunakan etil asetat terhadap cairan kultur 

actinomyetes terhadap 5 isolat terpilih. Komponen dalam ekstrak dipisahkan dengan 

kromatografi, dilanjutkan uji bioautografi untuk menentukan bercak kromatogram 

yang mengandung antibiotik. Bercak diidentifikasi untuk mengetahui senyawa dalam 

bercak termasuk poliketida atau peptide. Bercak yang aktif dipisahkan dan dianalisis 

dengan spektroskopi IR untuk mendeteksi keterbaruan senyawa antibiotik. 

Selanjutnya, dilakukan pemurnian, elusidasi struktur dan optimasi produksi isolat 

antibiotik terpilih. 

 

C. Tujuan Khusus 

Diharapkan setelah rangkaian penelitian ini diselesaikan akan diperoleh isolat murni 

antibiotik, informasi kebaruannya, struktur kimianya, dan sekaligus diperoleh kondisi 

optimum untuk memproduksinya. Penemuan antibiotik baru sangat diharapkan 

mengingat banyak kejadian resistensi terhadap antibiotik yang sudah ada. 

 

D. Urgensi Penelitian 

Munculnya berbagai patogen yang multiresisten terhadap antibiotik menjadi problem 

yang pelik dalam terapi klinis. Multiresistensi menyebabkan penyakit menjadi 

semakin parah dan bahkan menyebabkan kematian pasien. Oleh karena itu pencarian 

antibiotic baru merupakan hal yang urgen dan harus dilakukan untuk mengatasi hal 

tersebut dengan pendekatan yang sistematis sehingga prosesnya menjadi efisien. 

Selain itu, dari penelitian sebelumnya telah diperoleh isolat-isolat Actinomycetes 
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penghasil antibiotik. Hal ini perlu dilanjutkan untuk mengetahui karakterisitik 

antibiotiknya, kondisi optimal produksinya. 

 

E. Temuan Yang Ditargetkan 

Penelitian ini diharapkan bisa mendapatkan isolat actinomycetes yang menghasilkan 

antibiotik baru dan kondisi optimum untuk memproduksinya. Isolat antibiotik baru 

berpotensi mendapatkan paten. Hasil penelitian ini dapat diteruskan untuk dilakukan 

penelitian berikutnya seperti formulasi sediaan, uji praklinik dan uji klinik sehingga 

dapat dipatenkan dan digunakan untuk pengobatan. 

 

F. Kontribusi Mendasar Pada Bidang Ilmu 

Selama ini, proses pencarian  antibiotik baru dilakukan dengan metode 

konvensional sehingga setelah melakukan rangkaian penelitian panjang, ternyata 

tidak mendapatkan antibiotik yang baru. Yang diperoleh adalah hanya antibiotik 

yang sudah dikenal (replikasi). Penelitian ini memperkenalkan metode yang baru dan 

dapat mencegah penemuan kembali antibiotik yang sudah dikenal. Metode ini juga 

dapat diaplikasi untuk memperoleh berbagai metabolit baru dengan berbagai 

aktivitas farmakologik.  
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Actinomycetes  

Ribuan mikroorganisme berpotensi sebagai sumber metabolit sekunder 

seperti bakteri, fungi dan beberapa mikroba lainnya.  Salah satu kelompok 

mikroorganisme yang memiliki potensi tersebut adalah Actinomycetes. 

Actinomycetes merupakan bakteri berbentuk batang, gram positif, bersifat anaerobik 

atau fakultatif. Struktur Actinomycetes berupa filamen lembut disebut hifa atau 

miselia, memiliki konidia pada hifa menegak seperti pada fungi. Actinomycetes 

bereproduksi dengan pembelahan sel, sensitif terhadap penisilin tetapi resisten 

terhadap antifungi (Rollin & Joseph, 2000; Ambarwati & Azizah, 2009). 

Actinomycetes menghasilkan miselium bercabang dan biasanya mengalami 

fragmentasi atau pembelahan untuk membentuk spora (Todar, 2009). 

Mikroorganisme uniseluler ini tersebar luas tidak hanya di tanah tetapi juga  di 

kompos, lumpur, dasar danau dan sungai (Suwandi, 1989). 

Actinomycetes termasuk dalam filum Bacteria, Actinobacteria, Ordo 

Actinomycetales (Walksman & Henrici,1943). Beberapa genus yang termasuk 

didalamnya adalah Actinomyces, Corynebacterium, Nocardia, Propionibacter, 

Streptomyces, Micromonospora and Frankia. Sebagian besar Actinomycetes 

memiliki habitat dalam tanah. Mikroorganisme ini berperan penting dalam 

dekomposisi aerobik senyawa organik, biodegradasi dan siklus karbon. Salah satu 
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produk metabolitnya yang disebut geosmins menimbulkan bau tanah yang khas 

(Todar, 2009). 

Di alam, Actinomycetes dapat berupa konidia atau bentuk vegetatif. Populasi 

di alam dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kandungan organik, pH, 

kelembaban, temperatur, musim, kedalaman dan sebagainya. Di daerah iklim panas 

populasinya lebih besar dari pada daerah dingin. Mikroorganisme ini tidak toleran 

terhadap pH rendah (Suwandi, 1989). 

 Actinomycetes menghasilkan lebih dari separo senyawa bioaktif (Lazzarini 

et al., 2000), meliputi antibiotik (Berdy, 2005; Abdelmohsen et al., 2010, Elleuch et 

al., 2010), imunosupresan (Mann, 2001), antitumor (Cragg et al.,2005; Olano et al., 

2009) dan enzim (Oldfield et al., 1998). Actinomycetes merupakan penghasil 

antibiotik paling besar di antara kelompok mikroorganisme penghasil antibiotik 

(Todar, 2009). Sekitar 70% dari seluruh senyawa antibiotik yang telah ditemukan 

dihasilkan oleh  Actinomycetes (Ogunmwonyi et al., 2010). Streptomyces 

menghasilkan berbagai antibiotik seperti bleomisin, eritromisin, josamisin, 

kanamisin, neomisin, tetrasiklin dan masih banyak lagi. Actinomycetes non-

Streptomyces penghasil antibiotik lainnya antara lain Mikromonospora (gentamisin, 

fortimisin, sisomisin),  Nocardia (rifamisin, mikomisin) dan lain-lain (Suwandi, 

1989).   

B. Penapisan antibiotik 

Salah satu cara efisien untuk menemukan antibiotik baru adalah melalui 

isolasi mikroorganisme baru (Pratiwi, 2008, Ogunmwonyi et al., 2010). Sampel 

mikroorganisme dari berbagai sumber, termasuk tanah dari berbagai tempat diuji 
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kemampuannya dalam menghasilkan antibiotik. Eksplorasi lebih dianjurkan 

dilakukan terhadap habitat dan tanah baru untuk mendapatkan rare microorganism 

yang dapat menghasilkan beberapa antibiotik (Nolan & Cross,1988). Rare 

Actinomycetes berpotensi menjadi sumber antibiotik baru (Okami & Hotta, 1988).   

Secara umum, proses penapisan atau isolasi terdiri dua tahap yaitu skrining 

primer dan skrining sekunder. Tahap skrining primer meliputi pencarian sumber 

penghasil, menumbuhkan mikroorganisme yang didapat, mengisolasi dan 

mengumpulkan mikroorganisme, lalu uji kemampuan isolat (Pratiwi, 2008). Tahap 

skrining sekunder meliputi diperolehnya koloni mikroorganisme terpilih, mencari 

kondisi optimal untuk pertumbuhan, identifikasi mikroorganisme (morfologi, 

kimiawi atau genetik), lalu identifikasi metabolit sekunder (Pratiwi, 2008). 

 Isolat alam yang biasa menghasilkan bahan penting dengan nilai komersial, 

termasuk antibiotik, sangat rendah kadarnya (Pratiwi, 2008). Sebagai contoh, pada 

produksi platensimisin oleh isolat alam diperoleh titer 2-9 ug/mL dalam 1 atau 2 

media cair, sedangkan dari strain mutan diperoleh perbedaan yang sangat signifikan 

yakni 323 ug/mL (Smanski et al.,2009; Genilloud et al., 2010). Oleh karena itu, 

sebelum dimanfaatkan dalam proses industri harus diupayakan untuk dapat 

meningkatkan produktivitas dari organisme terpilih. Hasil yang lebih besar mungkin 

dapat dicapai dengan optimasi kultur media dan optimasi kondisi pertumbuhan. 

Modifikasi secara genetik juga dapat digunakan dalam perbaikan strain untuk 

meningkatkan produksi metabolit (Pratiwi, 2008). 

Secara umum, dalam memproduksi antibiotik baru, strain dalam taksa baru 

harus: (1) dapat menghasilkan metabolit sekunder; (2) memiliki jalur diversifikasi 
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untuk metabolisme sekunder; (3) menyajikan keragaman genetik yang signifikan; (4) 

dapat diambil dalam jumlah besar, dan (5) dapat dilakukan scale-up untuk fermentasi 

volume besar (Busti et al., 2006). 

D. Pendekatan Baru Dalam Penemuan Senyawa Bioaktif Dari Mikroorganisme 

Banyak skrining telah dilakukan dan menghasilkan ribuan molekul bioaktif 

mikroba. Oleh karena itu diperlukan pendekatan baru untuk mengurangi 

kemungkinan penemuan kembali senyawa yang telah diketahui (Busti et al., 2006). 

Pendekatan yang sistematis atau teknologi baru dalam pencarian senyawa calon obat 

baru (Baltz,2008; Clardy et al., 2006; Newman & Cragg, 2007) harus diterapkan, 

sehingga proses-proses yang dilakukan tidak ada yang sia-sia. Pendekatan ini dapat 

dilakukan dengan penerapan analisis untuk mengidentifikasi dan menghilangkan 

metabolit sekunder yang sudah dikenal dalam proses penelitian sedini mungkin.  

Proses ini disebut proses dereplikasi. Berbagai pendekatan untuk dereplikasi telah 

dilakukan antara lain secara molekuler, spektroskopi atau kombinasinya. 

Pendekatan molekuler (genomik) telah banyak digunakan untuk pencarian 

obat (senyawa penuntun) baru (Challis, 2008; Hornung et al.,2007; Tohyama et 

al.,2004; Zazopoulos et al.,2003). Berdasarkan hipotesis bahwa metabolit sekunder 

dengan struktur serupa disintesis oleh klaster gen yang menandung gen-gen homolog 

tertentu, maka gen-gen homolog ini  dapat berlaku sebagai penanda klaster-klaster 

gen natural product yang berbeda. (Liu et al., 2003, Zazopoulos et al.,2003). 

Pendekatan ini dapat dilakukan dengan analisis gen Polyketide Synthase (PKS) dan 

gen Non Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS) (Ansari et al., 2004; Ayuso et 

al.,2005). PKS dan NRPS adalah  multi-enzimatik, multi-domain megasynthase yang 
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terlibat dalam biosintesis  peptida nonribosomal and poliketida. Metabolit sekunder 

ini menunjukkan aktivitas biologis bermanfaat secara klinis sebagai anti-mikroba, 

anti-fungi, anti-parasit, anti-tumor dan imunosupresan (Cane et al., 1998; Cane & 

Walsh, 1999; Marahiel et al., 1997). Sebagian besar senyawa bioaktif disintesis oleh 

PKS dan NRPS (Marahiel, 1997; Metsa-Ketela et al.,1999; Ayuso-Sacido & 

Genilloud, 2005).  

Pendekatan spektroskopi memegang peran penting dalam proses penemuan 

antibiotik. Analisis ini dapat digunakan di awal proses untuk mendeteksi keberadaan 

senyawa tertentu dalam ekstrak. Tormo et al. (2003) menggunakan HPLC untuk 

mendeteksi munculnya metabolit Actinomycetes dalam rangka memilih media 

produksinya. Lang et al. (2008) menggunakan kombinasi HPLC dan NMR untuk 

melakukan dereplikasi pada ekstrak bahan alam.  Dereplikasi yang dilakukan Lang et 

al. (2008) adalah proses untuk membedakan antara ekstrak yang mengandung 

senyawa yang sudah diketahui dengan ekstrak yang mengandung senyawa baru yang 

diinginkan.   Cremin & Zeng (2002) menggunakan LC-MS untuk mendeteksi 

metabolit baru dari fraksi-fraksi hasil pemurnian parsial dari bahan tanaman. Metoda 

ini digunakan Genilloud et al. (2010) untuk proses dereplikasi awal  sehingga dapat 

diperoleh antibiotik baru dari Actinomycetes yaitu platensimisin dari Streptomyces 

platensin. 

Metode spektroskopi lain yang berpotensi dapat digunakan untuk dereplikasi 

adalah spektroskopi IR. Dua molekul senyawa yang berbeda struktur kimianya, akan 

menghasilkan spektrum IR yang berbeda pula. Hal ini disebabkan karena macam 

ikatan yang berbeda atau frekuensi vibrasi berbeda. Walaupun macam ikatan sama, 
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tetapi senyawanya berbeda, maka frekuensinya berbeda pula karena ikatan yang 

sama tersebut berada dalam lingkungan yang berbeda (Silverstein et al., 1986).  

Pada umumnya, molekul memiliki banyak ikatan dan setiap ikatan dapat 

menghasilkan beberapa macam vibrasi IR-active. Spektra IR bersifat kompleks dan 

terdapat  banyak pita-pita absorbsi yang  overlapping dan khas  untuk tiap senyawa.    

Oleh karena itu spektra IR digunakan untuk identifikasi senyawa  dengan cara 

membandingkan spektranya dengan spektrum IR senyawa referensi (fingerprinting) 

(Field, 2008). 

  Secara skematis, rangkaian penelitian saat ini dan ke depan dapat dibuat 

roadmap pada gambar 1. 
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Gambar 1. Roadmap Penelitian 
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BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

 

A. TUJUAN 

Diharapkan  penelitian  ini dapat memebrikan informasi kebaruan antibiotik 

melalui pendekatan spektroskopi IR yang dilakukan.  Penemuan antibiotik baru 

sangat diharapkan mengingat banyak kejadian resistensi terhadap antibiotik yang 

sudah ada. 

  

B. MANFAAT PENELITIAN  

 

Selama ini, proses pencarian  antibiotik baru dilakukan dengan metode 

konvensional sehingga setelah melakukan rangkaian penelitian panjang, ternyata 

tidak mendapatkan antibiotik yang baru. Yang diperoleh adalah hanya antibiotik 

yang sudah dikenal. Penelitian ini memperkenalkan metode yang baru dan dapat 

mencegah penemuan kembali antibiotik yang sudah dikenal. Metode ini juga dapat 

diaplikasi untuk memperoleh berbagai metabolit baru dengan berbagai aktivitas. 

Selanjutnya, informasi yang diperoleh dapat menjadi dasar kajian dan pengembangan 

penelitian berikutnya sehingga tergali potensi yang besar. Hasil penelitian ini dapat 

diteruskan untuk dilakukan penelitian berikutnya seperti elusidasi struktur senyawa 

murni yang diperoleh, uji praklinik dan uji klinik sehingga dapat dipatenkan dan 

digunakan untuk pengobatan. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

 

A. Bagan Alir Penelitian 

 

Desain penelitian pada kajian ini secara umum digambarkan pada Gambar 2. 

 

Isolasi Actinomycetes Penghasil  Antibiotik   

 

Fermentasi 

 

Ekstraksi Metabolit Sekunder 

 

Karakterisasi metabolit sekunder  

(Fraksinasi, Bioautografi dan Spektroskopi IR) 

 

Optimasi Waktu Produksi & Genotiping                

 

 

 

Gambar 2. Skema Alir Penelitian 
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B. Jalannya Penelitian  

 

Bahan: Media Solid Starch Nitrat, media Nutrient Agar, media agar Mueller Hinton, 

Staphylococcus aureus, DNA sequencing kit, kit isolasi DNA, bahan eletroforesis gel 

agarose, etil asetat, pelat KLT, silica gel untuk kolom kromatografi, heksan. 

 

1. Isolasi dan Karakterisasi Metabolit Sekunder dari Isolat P301 

a. Penyiapan metabolit sekunder 

1 ose (lup) koloni actinomycetes yang menunjukkan aktivitas penghambatan 

pertumbuhan bakteri uji dinokulasi pada 5 ml media Liquid Starch-Nitrat cair. Lalu 

diinkubasi pada rotary shaker 200-250 rpm selama 5 hari pada suhu kamar. Kultur 

diinokulasi ke dalam 100 ml Liquid Starch-Nitrat dalam Erlenmeyer 500ml. 

diinkubasi pada shaker suhu kamar 11 hari. Kemudian kultur dipindah ke tabung 

konikal dan disentrifus 3000 rpm 15 menit. Supernatan diambil sebagai sumber 

metabolit sekunder. 

b. Ekstraksi dan isolasi metabolit sekunder (Riyanti et al, 2009) 

Supernatan metabolit sekunder diekstraksi dengan etil asetat. Ke dalam 

corong pisah dimasukkan supernatant dan etil asetat (1:1)(v/v) dikocok selama 10 

menit. Lapisan atas diambil dengan pipet Pasteur dimasukkan dalam tabung. 

Ekstraksi dilakukan 2 kali. Fase etil asetat dikumpulkan dan dialirkan melalui kolom 

yang telah diisi Natrium sulfat. Selanjutnya, filtrat diuapkan hingga volume 1 ml dan 

disimpan dalam refrigerator untuk uji berikutnya (Riyanti et al, 2009).  
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Terhadap ekstrak etil asetat dilakukan KLT dengan FD silica gel GF254 (E. 

merck), FG BAW 4:5:1v/v dan kloroform-metanol-air (CMW) 90:10:1 v/v). Deteksi 

kromatogram dilakukan dengan sinar uv 254 dan 366 (Farida et al, 2007). 

c. Uji Bioautografi 

Plat KLT yang mengandung bercak kromatogram dilakukan uji bioautografi terhadap 

bakteri uji pada media agar Mueller Hinton. Uji dilakukan dengan menyentuhkan 

plat KLT selama 30 menit pada media agar Mueller Hinton yang ditanami bakteri 

uji. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam. Adanya zone steril 

(tidak ada pertumbuhan koloni bakteri) pada hasil inkubasi menunjukkan bahwa 

bercak kromatogram tersebut mengandung senyawa antibiotik. 

d. Fraksinasi dan Analisis Spektroskopi IR 

Fraksinasi dilakukan dengan menggunakan kromatografi cair vakum (KCV), dan 

kromatografi kolom preparatif. Fraksi yang diperoleh selanjutnya dianalisis 

aktivitasnya.   

 2. Optimasi Waktu Produksi metabolit 

Optimasi waktu produksi metabolit sekunder dilakukan terhadap isolat P301.   

Optimasi dilakukan dengan modifikasi sistem pertumbuhan meliputi optimasi waktu 

pertumbuhan metabolit.  

3. Identifikasi isolat P301 

1) Penyiapan kultur media cair  
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1 ose (lup) koloni isolat P301 yang menunjukkan aktivitas penghambatan 

pertumbuhan bakteri uji dinokulasi pada 5 ml media Liquid Starch-Nitrat. Lalu 

diinkubasi pada rotary shaker 200-250 rpm selama 5 hari pada suhu kamar. 

2) Extraksi DNA genom   

Sampel isolat bakteri dari media SNB 1 ml disentrifuse dengan kecepatan 5000 g 

selama 10 menit. Pellet dicuci dengan buffer TE(200 µL)  lalu pellet dicampur 

dengan 50 µl lisozim (digunakan lisozim 20mg/ml dalam buffer lisis, dibuat segera 

sebelum digunakan). Suspense diinkubasi selama 60 menit, kemudian ditambah SDS 

(50 µL) dan diinkubasi selama 2 jam pada suhu 65
o
C (tiap 1 jam ditambahkan 50 ul 

NaCl 5 M)  dengan inverse setiap 30 menit. Sentrifugasi dilakukan pada 13000 rpm 

10 menit, fase air dipindah ke tabung baru. DNA diperoleh dari fase air dg cara 

penambahan isopropanol dingin (50 µL), inkubasi pada -20C semalam. Sampel 

disentrifuse 13000 rpm 5 menit, supernatant dibuang, pellet DNA dibersihkan 

dengan 50 ul etanol 70%, sentrifus 13000 rpm 10 menit, pellet diresuspensi dg 50 ul 

buffer TE (10 mmol/L Tris-HCl pH 7,4; 1 mmol EDTA pH 8) lalu simpan suhu -20 

o
C. 

3) DNA Sequencing terhadap Isolat Terpilih 

Amplifikasi gen 16S rRNA dan DNA Sequencing (Magarvey  et  al,2004 ; Riyanti et 

al, 2009) : Lyophilized Forward Primer 27F  (specific for Bacteria)   (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')  and R 1 4 9 2 ( 5 ’ -

TACGG[A/T/C]TACCTTGTTACGACTT-3’) digunakan untuk amplifikasi sampel 

DNA. Campuran PCR mengandung : Campuran PCR mengandung : 19 ul H2O, 5 ul 

DNA genom actinomycetes sebagai template (50 ng/ul), 0,5 ul masing-masing 
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primer (15 pmol) dan 25 ul PCR kit Green Master Mix. Temperature PCR : panas 

awal selama 3 menit pada suhu 94°C, kemudian 30 siklus 1 menit suhu 94°C, 1 

menit suhu 53°C, 5 menit suhu 72°C dan pemanasan tahap akhir suhu 72°C selama 5 

menit. Hasil PCR dielektroforesis dengan gel agaros 2%. Pewarnaan bercak 

menggunakan etidium bromida. 

D. Cara Analisis Data 

1. Adanya bercak antibiotic pada KLT bioautografi dianalisis berdasarkan 

munculnya zone steril pada kultur bakteri uji di media padat. 

2. Keterbaruan senyawa antibiotic hasil pemurnian dianalisis berdasarkan spectra IR 

dibandingkan dengan spektra standar antibiotik.   

3. Optimasi waktu produksi antibiotik dianalisis berdasarkan kurva waktu inkubasi 

vs aktivitas cairan kultur  isolat P301. 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

  

Penelitian ini menggunakan 5 isolat terpilih yang memiliki profil gen NRPS 

berbeda yaitu isolat T19, T24, T25, T37 dan T43 yang diisolasi dari rizosfer tanaman 

tin (Ficus carica L) serta 1 isolat P301 yang diisolasi dari rizosfer tanaman padi. 

Proses fermentasi terhadap semua isolat tersebut dilakukan pada suhu kamar dengan 

lama waktu fermentasi untuk 1 kali fermentasi adalah 24 hari. Sebanyak 10 mL 

starter dibiakkan selama 5 hari pada suhu kamar dengan agitasi dalam 100 mL media 

SNB (Starch Nitrate Broth). Setelah 5 hari, starter dipindahkan ke dalam 1 L  media 

SNB dan inkubasi dilanjutkan 5 hari. Sebanyak 300 mL kultur, kemudian diinkubasi 

dalam 3 L media SNB dan diinkubasi selama 14 hari.  

Gambaran cairan kultur fermentasi adalah seperti tercantum pada gambar 1. 

   

T19 T24 T25 

   

T37 T43 P301 

Gambar 1. Penampakan kultur pada akhir fermentasi 

 

Warna masing-masing kultur setelah diinkubasi selama 14 hari nampak 

menunjukkan perbedaan. Hampir semua isolat menghasilkan metabolit sekumder 
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berupa pigmen yaitu coklat tua pada T19, coklat muda pada T24 dan T25, 

kekuningan pada T37 dan kuning pada P301. Adapun T43 tidak menghasilkan 

pigmen yang ditunjukkan dengan tidak adanya perubahan warna kultur. Perbedaan 

warna kultur bisa menjadi petunjuk bahwa mikroba yang difermentasi berbeda-beda. 

Meski demikian, warna kultur yang sama belum tentu merupakan mikroba yang 

sama. 

Kultur kemudian disaring dan diekstraksi dengan etil asetat. Penggunaan etil 

asetat telah banyak digunakan pada berbagai penelitian isolasi antibiotik. Hal ini 

disebabkan karena pada umumnya antibiotik bersifat semipolar dan mudah diisolasi 

dengan etil asetat (Riyanti et al., 2009; Farida et al., 2007, Rante et al., 2010). Hasil 

penyarian kemudian diuapkan dengan rotaevaporator dan didapatkan ekstrak. 

Ekstrak selanjutnya dilakukan KLT-bioautografi. KLT dilakukan dengan fase diam 

silika gel F 254 dan fase gerak kloroform metanol (7:3). Hasil KLT disajikan pada 

gambar 2 dan 3.  

 
 

 

Gambar 2. Hasil pengamatan kromatogram KLT pada sinar UV 254 
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Gambar 3. Hasil pengamatan kromatogram KLT pada sinar UV 366 

 

Hasil KLT dapat dihitung harga Rf tiap bercak dan dirangkum pada tabel 1. 

 

 

 

Tabel 1. Harga Rf kromatogram hasil KLT 

isolat Rf (uv254) Rf (uv366) 

T24 0/8=0 0/8=0 

 1,2/8=0,15 2,2/8=0,28 

 4,5/8=0,56 3,4/8=0,43 

 6,7/8=0,84 6,7/8=0,84 

 7,3/8=0,91 7,3/8=0,91 

T43 0/8=0 0/8=0 

 1,5/8=0,19 1,5/8=0,19 

 4,3/8=0,54 6,4/8=0,80 

 7,3/8=0,91 7,3/8=0,91 

T37 0/8=0 0/8=0 

 1,7/8=0,21 1,7/8=0,21 

 5,6/8=0,70 5,6/8=0,70 

 6,6/8=0,83 6,5/8=0,82 

 7,1/8=0,89 7,1/8=0,89 

 7,4/8=0,93  

T19 0/8=0 0/8=0 

 2/8=0,25 5/8=0,63 

 6,1/8=0,76 6,5/8=0,82 

 6,3/8=0,79 7,4/8=0,93 

 7,3/8=0,91  

T25 0/8=0 0/8=0 

 7,3/8=0,91 7,4/8=0,93 

 



23 

 

 

Berdasarkan hasil KLT dapat diamati bahwa bercak yang muncul pada semua isolat 

berbeda-beda. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian sebelumnya berdasarkan profil 

gen NRPS yang menunjukkan perbedaan diantara semua isolat yang diuji.  

Selain itu, ada 1 isolat lain yang mewakili hasil isolasi dari rizosfer padi yaitu isolat 

P301. Hasil KLT ekstrak etil asetat dapat dilihat pada gambar 4. Harga Rf yang 

teramati pada UV 254 adalah 0; 0,56 dan 0,85, sedangkan pada UV 366 adalah 0 dan 

0,85. Profil ini menunjukkan perbedaan dengan kelima isolat sebelumnya. 

  

Gambar 4. Hasil Pengamatan KLT ekstrak etil asetat dari P301 pada Sinar UV 254 

nm (kiri) dan 366 nm (kanan) 

 

Hasil KLT kemudian dilanjutkan dengan bioautografi untuk mengetahui Rf 

bercak yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji. Bioautografi dilakukan 

dengan metode kontak. Biautografi kontak dilakukan dengan meletakkan lempeng 

kromatogram hasil eluasi ekstral yang akan diuji di atas media padat yang sudah 

diinokulasi dengan mikroba uji (Kusumaningtyas et al., 2008). Kelebihan metode 

kontak adalah lebih mudah dilakukan dibandingkan dengan metode lain seperti 

bioautografi overlay (imersi) dan bioautografi langsung. Selain itu, hasil bioautografi 

kontak dapat terlihat jelas tanpa harus menggunakan pereaksi seperti MTT (garam 
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tetrazolium). Kekurangan metode ini adalah kesulitan mendapatkan kontak yang 

optimal antara agar dan kromatogram serta penyerapan oleh permukaan agar 

(Kusumaningtyas et al., 2008). 

 

      

 

      
T19 T24 T25 T37 T43 P301  T19 T24 T25 T37 T43 P301 

 

Gambar 4. Hasil uji bioautografi terhadap S. aureus (kiri) dan E. coli (kanan) 

 

Hasil bioautografi menunjukkan bahwa kromatogram yang aktif terhadap S. 

aureus adalah kromatogram dari isolat T25 dan P301, sedangkan yang aktif terhadap 

E. coli adalah P301. Kromatogram isolat T25 memiliki bercak aktif pada Rf 0,93 

terhadap S. aureus, tetapi tidak ada bercak aktif terhadap E. coli. Kromatogram isolat 

P301 memiliki bercak aktif pada Rf 0,54 terhadap S. aureus dan E. coli.  

Karakterisasi senyawa aktif menggunakan hasil scanning kromatogram 

dengan TLC Scanner Camag 4 (gambar 5, gambar 6 dan tabel 2) pada panjang 

gelombang 254 nm menunjukkan bahwa bercak dengan Rf 0,93 pada isolat T25 

memiliki % area sebesar 78% dan memiliki 3 puncak dengan panjang gelombang 

223, 234 dan 313 nm. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa pada Rf 0,93 memiliki 

tingkat kemurnian 78%.   
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Gambar 5. Spektra ekstrak etil asetat T25 pada panjang gelombang 254 nm 

 

 

Gambar 6. Spektra ekstrak etil asetat T25 pada panjang gelombang 254 nm 
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Tabel 2. Hasil Scanning Kromatogram dengan TLC Scanner 

isolat Rf %  Area No peak 
spektra 

Panjang 
gelombang 

AU Peak 
Utama 

P301 0.03 23 % 1 236 66  

   2 304 95 √ 

 0.04 15 % 1 304 95 √ 

   2 236 33  

   3 213 38  

 0.26 3 % 1 214 9 √ 

   2 246 18 √ 

 0.39 5 % 1 215 9 √ 

   2 246 21 √ 

 0.41 11 % 1 214 9 √ 

   2 248 22 √ 

 0.61 15 % 1 214 12 √ 

   2 254 29 √ 

 0.70 5 % 1 214 10 √ 

   2 250 23 √ 

 0.87 17 % 1 214 2 √ 

   2 245 18 √ 

 0.94 8 % 1 241 23 √ 

T25 0.01 9 % 1 207 23  

   2 281 94 √ 

   3 397 40  

 0.03 13 % 1 214 22 √ 

   2 327 95  

 0.91 78 % 1 223 91  

   2 234 95  

   3 313 63 √ 

 

Adapun hasil scanning pada P301 menunjukkan adanya 9 macam Rf. Hal ini 

menunjukkan bahwa ekstrak P301 mengandung sekurang-kurangnya 9 senyawa. 

Nilai Rf yang terdekat dengan Rf bercak aktif (0,54) menunjukkan angka Rf 0,61 

dengan persentase area 15%. Senyawa pada bercak ini memiliki 2 puncak dengan 

panjang gelombang 214 dan 254 nm.  

Oleh karena diantara kedua isolat hanya P301 yang memiliki aktivitas 

terhadap S. aureus maupun E.coli, maka isolat ini dipilih untuk langkah penelitian 
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berikutnya. Selanjutnya terhadap P301 dilakukan optimasi waktu produksi metabolit. 

Untuk optimasi waktu produksi metabolit, maka terlebih dahulu dilakukan preparasi 

kultur uji. Untuk  preparasi kultur uji,  proses pemindahan starter ke dalam 

erlenmeyer yang berisi media SNB dilakukan di ruang LAF (Laminar Air Flow). Hal 

ini dilakukan untuk meminimalkan terjadinya kontaminasi karena apabila kultur 

terkontaminasi oleh mikroorganisme lain dapat menyebabkan bakteri yang terdapat 

dalam kultur akan mati. Starter tersebut dimasukkan dalam media yang baru 

fungsinya untuk peremajaan media karena media yang baru mengandung nutrisi 

yang banyak sehingga diharapkan bakteri dapat berkembang biak dengan baik. 

Tujuan dari penyimpanan cairan kultur dalam freezer untuk mengantisipasi agar 

senyawa yang terkandung didalam kultur tidak terdegradasi karena sebelumnya 

belum diketahui apakah senyawa tersebut mudah terdegradasi atau tidak. Dalam 

melakukan preparasi kultur uji ini juga dilakukan di ruang LAF untuk meminimalkan 

terjadinya kontaminasi. Hasil kenampakan dari cairan kultur disajikan pada tabel 3. 

Dari hasil tabel 3. terlihat bahwa pada hari ke kedua media SNB berwarna 

kuning pucat dan sudah mengalami kekeruhan serta terdapat butiran-butiran halus 

yang tersebar didasar media. Hal ini menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri. 

Perubahan warna tersebut terjadi hingga inkubasi hari ke duapuluh yaitu dari warna 

kuning pucat berubah menjadi warna coklat kehitaman. Perubahan warna terjadi 

karena Actinomycetes mengeluarkan pigmen warna yang mampu berdifusi maupun 

tidak pada media (Ambarwati dan Gama, 2009). Dari pernyataan tersebut dapat 

diketahui bahwa perubahan warna yang terjadi pada cairan kultur disebabkan karena 

isolat Actinomycetes No.P301 mengeluarkan pigmen warna. Perubahan tersebut juga 

diikuti dengan bertambahnya jumlah pelet dari hari ke hari, dan kemudian jumlah 
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tersebut konstan setelah hari ke sepuluh. Hal ini disebabkan karena jumlah nutrisi 

yang terkandung dalam media semakin berkurang sehingga jumlah bakteri akan 

konstan. Kekurangan nutrisi, akumulasi produk sisa, dan perubahan pH yang bersifat 

toksik bagi sel dianggap menjadi penyebab berhentinya pertumbuhan sel bakteri 

(Radji, 2010).   

Tabel 3. Hasil penampakan cairan kultur 

Hari ke- Warna 

1 Kuning muda 

2 Kuning muda 

3 Kuning muda 

4 Kuning 

5 Kuning 

6 Kuning + 

7 Kuning + 

8 Kuning ++ 

9 Kuning kecoklatan 

10 Kuning kecoklatan 

11 Kuning kecoklatan 

12 Kuning kecoklatan 

13 Kuning kecoklatan 

14 Kuning kecoklatan 

15 Kuning kecoklatan 

16 Kuning kecoklatan 

17 Kuning kecoklatan 

18 Kuning kecoklatan 

19 Kuning kecoklatan 

20 Kuning kecoklatan 

 

Dari pengamatan kenampakan kultur uji terlihat adanya perubahan warna 

media. Warna media pada mulanya kuning muda kemudian berubah menjadi kuning 

kecoklatan. Perubahan warna terjadi karena Actinomycetes mengeluarkan pigmen 

warna yang mampu berdifusi maupun tidak pada media (Ambarwati & Gama, 

2009).  
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Dari hasil penelitian Ramadhan (2012) isolat P301 mempunyai pigmen 

terdifusi berwarna kuning pada media SNA (Starch Nitrat Agar). Dari pernyataan 

tersebut dapat diketahui bahwa pada penelitian terjadi perubahan warna media 

menjadi kuning adalah akibat dari pigmen terdifusi yang dikeluarkan oleh 

Actinomycetes isolat nomor P301. Perubahan juga terjadi pada jumlah sel bakteri 

yang dari hari ke hari semakin bertambah akibat adanya pertumbuhan sel dan  

kemudian tetap pada hari kedelapan hingga hari keduabelas. Kenampakan kultur uji 

yang berubah-ubah dapat dilihat pada Gambar 7.  

a b c 

                                      

Gambar 7. Kultur Uji Isolat No. P301 setelah inkubasi selama: 

                                (a) 1 hari, (b) 7 hari, (c) 12 hari 

   

 

 

Untuk menyiapkan kultur uji dapat diperoleh dari hasil preparasi kultur yang 

diambil selama 20 hari dikeluarkan dari freezer dan disimpan di kulkas sampai 

mencair. Hal ini dilakukan agar perubahan suhu pada kultur tidak berubah secara 

drastis. Selanjutnya cairan kultur disentrifuse, tujuan dilakukan sentrifuse ini adalah 

untuk memisahkan antara supernatan dengan endapan atau biomassa dari kultur yang 

diperoleh. Setelah terpisah antara supernatant dengan biomassa, supernatant 

dimasukkan dalam tabung eppendorf yang baru dan disimpan dalam freezer untuk 

mengantisipasi senyawa yang terkandung dalam kultur terdegradasi. Supernatan ini 
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disebut sampel cairan kultur yang akan digunakan untuk menguji aktivitas dari cairan 

kultur isolat Actinomycetes No.P301 terhadap  mikroorganisme uji. 

Untuk mengetahui apakah cairan kultur Actinomycetes isolat nomor P301 

menunjukkan aktivitas menghasilkan antibiotik terhadap Staphylococcus aureus dan 

Escherichia coli, dilakukan uji aktivitas antibiotik cairan kultur Actinomycetes 

isolat nomor P301 dengan metode sumuran. Sebanyak 25 μL cairan kultur 

dimasukkan dalam media MH (Mueller Hinton) yang telah ditanami bakteri uji   

kemudian disimpan dalam kulkas selama 2 jam agar cairan kultur terdifusi kedalam 

media. Media kemudian di inkubasi selama 24 jam pada suhu 37˚C. Hasil penelitian 

menunjukkan adanya zona bening pada media dengan diameter 12,0 mm. Hasil uji 

aktivitas cairan kultur ini dapat dilihat pada Gambar 8.  

 

  Gambar 8. Hasil Uji Aktivitas  Cairan Kultur Isolat P301 

 

Hasil penelitian Ramadhan (2012) terhadap potensi antibiotik 

Actinomycetes isolat P301 dengan metode agar blok menunjukkan penghambatan 

yang tinggi yaitu dengan zona hambatan 20,0 mm. Tujuan utama uji aktivitas cairan 

kultur pada penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah cairan kultur yang 

dihasilkan menunjukkan aktivitas antibiotik terhadap Staphylococcus aureus. Pada 

uji aktivitas antibiotik dengan menggunakan media padat dapat menunjukkan 

aktivitas antibiotik terhadap bakteri tertentu namun, dengan menggunakan media 
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cair belum tentu dapat menunjukkan aktivitas yang sama. Menurut Moncheva et al., 

(2002) antibiotik yang dihasilkan pada media padat sama bagusnya dengan 

antibiotik yang dihasilkan pada media cair, namun hasil penelitian Sulistiyani 

(2006) menunjukkan bahwa produksi antibiotik dengan media padat lebih baik dari 

pada dengan media cair.  

Tujuan dilakukannya optimasi waktu produksi metabolit sekunder adalah 

untuk mengetahui profil dari optimasi waktu produksi metabolit sekunder isolat 

No.P301 sebagai penghasil antibiotik. Optimasi waktu produksi metabolit sekunder 

ini dapat digunakan untuk menentukan kapan waktu yang tepat untuk memproduksi 

metabolit sekunder yang optimal sebagai penghasil antibiotik. Pada uji ini 

mikroorganisme yang digunakan adalah mikroorganisme yang pertumbuhannya 

dapat dihambat oleh cairan kultur isolat No.P301 berdasarkan uji aktivitasnya yaitu 

Staphylococcus aureus.  

Optimasi waktu produksi metabolit sekunder ini dapat ditentukan dengan 

membuat grafik hubungan antara waktu inkubasi dengan diameter zona hambat. 

Diameter zona hambat dapat ditentukan dengan menanam bakteri Staphylococcus 

aureus  pada masing-masing media MH, kemudian media tersebut dibuat sumuran 

sesuai dengan jumlah lamanya inkubasi yaitu selama 20 hari. Setiap sumuran diisi 

dengan cairan kultur dari hari pertama sampai hari ke duapuluh. Setelah diinkubasi 

setiap sumuran diukur diameter zona hambatnya. Gambar diameter zona hambat 

pada Stahpylococcus aureus  dapat dilihat pada gambar 9. 
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Gambar 9. Diameter zona hambat radikal terhadap S. aureus dari cairan kultur hari 

ke 1-3 (a), 4-6 (b), 7-9 (c), 10-14 (d) dan 15-20 (e). 

 

Tabel 4. Diameter zona hambat radikal terhadap S. aureus 

Hari Diameter zona hambat (cm) Hari Diameter zona hambat (cm) 

1  11 2.175 

2  12 2.175 

3 0.7 13 2.15 

4 0.975 14 2.1 

5 1.2 15 2.15 

6 1.375 16 2.175 

7 1.4 17 2.175 

8 1.5 18 2.175 

9 1.525 19 2.175 

10 2.1 20 2.15 

 

  

Adapun hasil uji terhadap E. coli (gambar 10) menunjukkan bahwa hingga 

hari ke 20 tidak menunjukkan zone hambatan. 

   

a b c 

 

Gambar 10. Hasil uji aktivitas kultur harian P301 terhadap E. coli dari cairan kultur 

hari ke 1-5 (a), 6-9 (b), 10-20 (c) 

 

 Strategi Actinomycetes untuk dapat bersaing dengan mikroba tanah lainnya 

adalah dengan menghasilkan senyawa antibiotik. Senyawa antibiotik ini berfungsi 

untuk menghambat pertumbuhan mikroba kompetitor (Sulistiyani, 2006). Pada akhir 
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fase pertumbuhan dan selama fase stasioner, bakteri memproduksi metabolit 

sekunder, contohnya antibiotik (Darwis and Sukara, 1989). Produksi antibiotik 

dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu komponen media dan kondisi kultur, seperti 

agitasi, aerasi, pH, dan temperatur yang berbeda-beda untuk setiap organisme.  

Komponen media yang berpengaruh adalah struktur kimia media dan konsentrasinya. 

Sumber karbon dan nitrogen biasanya memberikan pengaruh dalam produksi 

antibiotik. Agitasi akan mempengaruhi aerasi dan pencampuran nutrient dalam 

media fermentasi, sehingga hasil metabolit dapat ditingkatkan melalui peningkatan 

agitasi (Augustine et al., 2005). 

Hasil pengukuran diameter zona hambat radikal terhadap Staphylococcus 

aureus menunjukkan bahwa pada hari ke-3 cairan kultur isolat No.P301 sudah 

menghasilkan metabolit sekunder sebagai antibiotik terhadap Staphylococcus aureus 

dengan diameter zona hambat sebesar 0,70 cm.  Diameter tersebut dari hari ke hari 

semakin bertambah dan produksi antibiotik tertinggi mulai hari ke 11   dengan 

diameter zona hambat sebesar 2,175 cm. Produksi antibiotik tersebut kurang lebih 

akan konstan setelah diinkubasi selama 11 hari, sehingga waktu pemanenan 

antibiotik yang optimal terhadap Staphylococcus aureus yaitu setelah diinkubasi 

minimal selama 11 hari. Gambar profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder 

terhadap Staphylococcus aureus dapat dilihat pada gambar 11. 
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Gambar 11. Profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder terhadap 

Staphylococcus aureus 

 

Penelitian yang dilakukan oleh Sulistiyani (2006) menunjukkan bahwa isolat 

Actinomycetes yang diisolasi dari tanah Pulau Timur Bagian Barat produksi 

antibiotik mencapai hasil tertinggi setelah diinkubasi selama 14 hari. Bila 

dibandingkan hasil tersebut di atas dari segi optimasi waktu, isolat Actinomycetes 

No.P301 membutuhkan waktu yang lebih cepat untuk memanen antibiotik dalam 

jumlah optimal dibandingkan dengan isolat Actinomycetes yang diisolasi dari tanah 

Pulau Timur Bagian Barat. 

Hasil optimasi waktu produksi antibiotik digunakan menentukan lamanya 

inkubasi pada kultur produksi untuk isolat P301 yaitu selama 11 hari. Ekstrak etil 

asetat yang diperoleh dari cairan kultur isolat P301 dilakukan fraksinasi dengan 

metode triturasi. Triturasi adalah metode untuk mengambil senyawa yang bersifat 

sangat larut dalam pelarut yang digunakan. Pada penelitian ini digunakan 4 macam 

pelarut yaitu heksan, kloroform-metanol (95:5), kloroform-metanol (70:30) dan 

metanol. Pemilihan pelarut ini didasarkan pada pertimbangan bahwa Rf bercak aktif 

pada ekstrak etil asetat isolat P301 adalah 0,54 pada fase gerak kloroform-metanol 
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(70:30). Oleh karena itu, diduga senyawa aktifnya bersifat semi polar sehingga 

digunakan pelarut yang lebih non polar dan lebih polar dibanding kloroform-metanol 

(70:30). Fraksi hasil triturasi selanjutnya dianalisis KLT bioautografi. 

Untuk membandingkan profil KLT tiap fraksi maka dilakukan TLC Scanning 

terlebih dahulu. Scanning dilakukan pada 3 panjang gelombang yaitu 210, 254 dan 

366 nm. Diharapkan, salah satu diantaranya mendekati panjang gelombang 

maksimum senyawa aktif, sehingga bercak aktif dapat terlihat jelas. Gambaran 

spektra hasil scanning disajikan pada gambar 12. 

Panjang 

Gelombang 

Spektra 

 

 

 

 

 

210 nm 

 
 

 

 

 

 

254 nm 
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366 nm 

 
Gambar 12. Hasil Analisis Kromatogran dengan TLC Scanner pada Panjang 

Gelombang 210 (A), 254 (B) dan 366 (C). Kromatogram yang discan adalah fraksi 

heksan (track 1), kloroform-metanol (95:5) (track 2), kloroform-metanol (70:30) 

(track 3), metanol (track 4) dan ekstrak (track 5) 

 

Tabel 5. Data Spektra TLC Scanner Fraksi Hasil Fraksinasi 

 

Fraksi Panjang 

Gelombang 

Data Spektra Kromatogram 

Heksan 210 nm 

 
 254 nm 

 
 366 nm 

 
CHCL3- 

MeOH 

(95:5) 

210 nm 
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 254 nm 

 
 366 nm 

 
CHCL3- 

MeOH 

(70:30) 

210 nm 

 
 254 nm 

 
 366 nm tidak terdeteksi 

MeOH 210 nm 

 
 254 nm  

Peak Start 
Rf 

Start 
Height 

Max 
Rf 

Max 
Height 

Max 
% 

End 
Rf 

End 
Height 

Area Area 
% 

1 0.02 7.1 0.02 10.14 35.59 0.04 0.0 234.7 21.09 

2 0.19 2.8 0.22 18.8 64.41 0.25 6.2 878.0 78.91 

 

 

 366 nm tidak terdeteksi 
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Ekstrak 210 nm Peak Start 
Rf 

Start 
Height 

Max 
Rf 

Max 
Height 

Max 
% 

End 
Rf 

End 
Height 

Area Area 
% 

1 0.04 20.0 0.05 74.1 6.65 0.07 50.8 5603.0 8.53 
2 0.07 51.1 0.08 57.2 5.13 0.12 46.4 3791.3 5.77 
3 0.14 44.8 0.17 68.7 6.17 0.17 68.1 3680,5 5.60 

 
 254 nm 

 
 366 nm 

 
 

Adapun hasil uji bioautografi dapat dilihat pada gambar 13.  

 

Gambar 13. Hasil Uji KLT-Bioautografi. Fraksi yang Diuji dari kiri ke kanan 

adalah ekstrak, fraksi metanol, fraksi kloroform-metanol (70:30), kloroform-metanol 
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(95:5) dan heksan. Hanya ekstrak,  fraksi kloroform-metanol (70:30) dan fraksi 

kloroform-metanol (95:5) yang memiliki bercak aktif 

 

Berdasarkan tabel 5 dan hasil uji bioautografi tiap fraksi terhadap S. aureus, 

fraksi heksan tidak menghasilkan bercak aktif. Hal ini juga ditunjukkan pada data 

hasil scanning yaitu tidak munculnya Rf 0,54 baik pada deteksi dengan UV 210, 254 

maupun 366 sebagai Rf bercak aktif pada uji bioautografi sebelumnya. Bercak yang 

memiliki % area terbesar terdapat pada Rf sekitar 0,9. Hal ini menunjukkan bahwa 

fraksi heksan banyak mengandung senyawa-senyawa non polar.  

Pada fraksi kloroform-metanol (95:5) terdeteksi bercak dengan Rf maksimum 

0,57 (rentang Rf 0,56-0,61) pada sinar UV panjang gelombang 210 nm tetapi tidak 

muncul pada 254 dan 366 nm. Bercak tersebut diduga sebagai bercak aktif pada uji 

bioautografi. Bercak tersebut hanya terdeteksi pada UV 210. Hal ini sesuai dengan 

scanning panjang gelombang maksimum semua bercak (Tabel 2) yang menunjukkan 

bahwa bercak aktif isolat P301 memiliki 2 puncak dengan panjang gelombang 214 

dan 254 nm. Oleh karena itu, diduga bercak aktif memiliki panjang gelombang 

maksimum 214 nm. Demikian halnya pada fraksi kloroform-metanol (70:30) 

terdeteksi bercak dengan Rf 0,63 (rentang Rf 0,59-0,64) yang diduga sebagai bercak 

aktif. Bercak ini juga tidak terdeteksi pada UV 254 dan UV 366 nm. Berdasarkan hal 

tersebut maka diduga senyawa aktif pada ekstrak, fraksi kloroform-metanol (95:5) 

dan fraksi kloroform-metanol (70:30) adalah senyawa yang sama. Namun demikian,  

bercak aktif tersebut terkandung dalam fraksi tersebut dengan konsentrasi yang 

relatif rendah yaitu 17,18% (dalam fraksi kloroform-metanol (95:5)) dan 9,89% 
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(dalam fraksi kloroform-metanol (70:30)) sehingga masih memerlukan proses 

pemurnian lagi untuk mendapatkan senyawa aktifnya. 

Pada fraksi metanol, hasil scanning menunjukkan ada bercak dengan Rf 0,49 

(rentan Rf 0,47-0,52) dengan % area sebesar 12,18%, namun fraksi ini tidak 

menghambat S. aureus, sehingga kemungkinan bercak ini berbeda dengan bercak 

aktif pada fraksi kloroform-metanol (95:5) dan fraksi kloroform-metanol (70:30). 

Pada hasil scanning ekstrak dengan UV 210 nm, terdeteksi setidaknya 15 

bercak. Bila dibandingkan dengan fraksi hasil triturasi, pada 210 nm terdeteksi 6-8 

bercak, sehingga dapat dinyatakan bahwa proses triturasi sudah memisahkan atau 

menghilangkan 7-9 bercak pada ekstrak. Dengan demikian memudahkan proses 

pemurnian berikutnya. Pengamatan pada UV 210 menunjukkan adanya bercak pada 

Rf 0,49 (rentang Rf 0,46-0,57) dengan % area sebesar 24,55% (peak tajam) dan Rf 

0,60 (rentang 0,57-0,62) dengan persentase area 8,15% (peak tajam). Bercak ini juga 

muncul pada UV 254 yang memiliki Rf 0,48 (rentang 0,45-0,51) dengan persentase 

area 21,53% (peak tajam), Rf 0,53 (rentang Rf 0,51-0,58) dengan persentase area 

13,51% (peak sangat landai),  dan Rf 0,60 (rentang 0,58-0,63) dengan persentase 

area 14,03% (peak tajam). Adapun pada UV 366 muncul Rf 0,48 (rentang 0,46-0,51) 

dengan persentase area 36,44% (peak tajam) dan Rf 0,61 (rentang 0,57-0,65) dengan 

persentase area 46,98% (peak tajam). Berdasarkan data ini, maka kemungkinan 

senyawa aktif  muncul pada UV 210 dengan Rf 0,49 (rentang Rf 0,46-0,57) sebagai 

peak tajam yang memiliki % area lebih besar dibandingkan kemunculannya pada UV 

254 sebagai peak landai pada Rf 0,53 (rentang Rf 0,51-0,58).  Diduga peak Rf 0,49 

(rentang Rf 0,46-0,57) pada UV 210 tersebut terdiri dari 2 bercak dengan Rf 0,48 

(rentang 0,46-0,51) yang muncul sebagai peak tajam pada UV 366 serta Rf 0,53 
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(rentang Rf 0,51-0,58) yang muncul sebagai peak sangat landai pada UV 254 dan 

tidak muncul di UV 366.  Hal ini menguatkan dugaan bahwa Rf aktif adalah 0,53 

yang muncul tajam pada UV 210 nm, sangat landai pada 254 nm dan tidak muncul 

pada 366 nm. 

Adapun hasil analisis spektroskopi infra merah (FTIR) tersaji pada gambar 14. 

Analisis FTIR (Fourier-transform infrared spectrophotometers) dilakukan terhadap 

salah satu fraksi aktif yaitu fraksi kloroform-metanol (70:30). Pemilihan ini 

didasarkan pada pengamatan gambar 12 yang menunjukkan bahwa fraksi kloroform-

metanol (95:5) menghasilkan peak pengotor yang sangat besar pada kisaran Rf di 

atas 0,9 dibandingkan fraksi kloroform-metanol (70:30).  

 

Gambar 14. Spektra IR fraksi kloroform-metanol (70:30) ekstrak etil asetat isolat 

P301 

 

Adapun spektra standar FTIR beberapa antibiotik menurut Farmakope Jepang 

Edisi 16 tercantum pada gambar 15. 
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Gambar 16. Spektra Standar FTIR Beberapa Antibiotik Alami (Japan Pharmacopaea 

16) 

 

Adapun data spektra isolat P301 tercantum pada tabel 6. 

 

 Data bilangan gelombang peak yang muncul dari isolat P301 kemudian 

dilakukan cluster analisis dengan data bilangan gelombang peak yang muncul pada 

antibiotik standar. Cluster analisis dengan perangkat statistik MVSP 3.21 

menggunakan data bilangan gelombang setiap peak yang muncul dengan jumlah 100 

variabel menggunakan metode Single Matching Coefficient. Hasil analisis kluster 

tercantum pada gambar 17. 
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UPGMA

Simple Matching Coefficient

kloram

doxo HCL

cycloserin

clinda HCL

clinda PO4

tetra HCL

eritro

rifam

spiram Oac

vanco HCL

P301

0.52 0.6 0.68 0.76 0.84 0.92 1

 

Gambar 17. Analisis Kluster isolat  P301 dan beberapa antibiotik standar 

 

Antibiotik yang digunakan sebagai pembanding adalah 10 antibiotik alami 

dalam bentuk garam seperti vankomisin HCl, spiramisin asetat, tetrasiklin HCl, 

Klindamisin HCl, Klindamisin fosfat, doksorubisin HCl, rifamisin, eritromisin, 

sikloserin dan kloramfenikol. Berdasarkan gambar 17, dapat dijelaskan bahwa isolat 

P301 memiliki nilai koefisien yang paling rendah dan terpisah dari kelompok 

antibiotik standar. Oleh karena itu antibiotik pada isolat P301 berpotensi merupakan 

antibiotik baru. 

Namun demikian,  hal ini masih perlu dibuktikan lagi dengan elusidasi 

struktur pada periode penelitian berikutnya. 
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BAB VI  

KESIMPULAN 

 

1. Isolat yang menhasilkan antibiotik adalah T25 yang  menghambat pertumbuhan S. 

aureus dan  P301 yang memiliki aktivitas menghambat pertumbuhan S. aureus dan 

E.coli   

2. Isolat P301 berpotensi menghasilkan antibitoik baru berdasarkan analisis kluster 

dengan metode Simple Match Coefficient 

3. Hasil sequencing dengan primer 1492R terhadap gen 16S rRNA menunjukkan 

bahwa P301 memiliki kemiripan terdekat terhadap uncultured soil bacterium 

clone CS15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence sebesar 95%.  
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Abstrak:  Isolat P301 adalah bakteri penghasil antibiotik yang diisolasi dari  rizosfer 

tanaman padi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri dari 

cairan kultur isolat P301 terhadap   Staphylococcus aureus ATCC 25923 dan mengetahui 

profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder dari isolat P301 sebagai penghasil 

antibiotik.   Aktivitas antibakteri ditetapkan dengan metode sumuran dengan mengukur zona 

hambat di sekitar sumuran.  Penentuan profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder 

yaitu dengan membuat grafik hubungan antara diameter zona hambat dengan waktu 

inkubasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa cairan kultur isolat P301 mampu 

menghambat pertumbuhan S. aureus. Berdasarkan uji aktivitas terhadap S. aureus, waktu 

produksi antibiotik yang optimal adalah setelah diinkubasi minimal selama 11 hari.  
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Abstract: Isolate P301 is an antibiotic producer bacteria  isolated from rice plant ryzospher. 

This study was intended to identify the antibacterial activity of its culture broth againts 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 and to identify the time optimization profile of 

secondary metabolite production from isolate P301 as producer antibiotics. Antibacterial 

activity was carried out using cupplate method by measuring the inhibitory zone around the 

wells. Optimization profile of production time of secondary metabolite was determined by 

plotting of the inhibition zone diameter versus incubation time. The result showed that 

isolate P301 culture broth inhibited the growth of S. aureus. According to the activity assay 

againts S. aureus, the optimum time for antibiotic production is after doing incubation for at 

least 11 days.   
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Multiresistensi bakteri terhadap antibiotik menimbulkan masalah yang serius pada 

pengobatan penyakit infeksi. Mikroba multiresisten menjadi sulit diobati dengan antibiotik 

yang ada, sehingga menyebabkan penyakit menjadi semakin parah dan bahkan menyebabkan 

kematian pasien. Oleh karena itu pencarian antibiotik baru merupakan hal yang harus 

dilakukan untuk mengatasi hal tersebut
(1,2,3)

. 

 Mikroorganisme penghasil antibiotik tersebar dalam berbagai golongan, meliputi 

bakteri, actinomycetes dan fungi. Pada 22.500 senyawa biologis aktif yang diperoleh dari 

mikroba, 45% diantaranya dihasilkan actinomycetes, 38% oleh fungi, dan 17% oleh bakteri 

uniseluller
(4)

. Salah satu habitat dari  mikroba tersebut adalah tanah. Populasi mikroba tanah 

banyak ditemukan di daerah rizosfer, yaitu lapisan tanah yang mengikuti sistem perakaran 

tanaman 
(5)

. Tanah rizosfer banyak mengandung bakteri, jamur, dan actinomycetes dibanding 

tanah non rizosfer. Banyak mikroba rizosfer yang menjadi sumber penghasil antibiotik
(6)

. 

Salah satu bakteri penghasil antibiotik telah diisolasi dari rizosfer oleh Ramadhan
(7)

. 

Ramadhan
 
berhasil mengisolasi 4 isolat bakteri dari rizosfer tanaman padi  di Bantul, Daerah 

Istimewa Yogyakarta yang berpotensi menghasilkan antibiotik. Salah satu diantaranya  

adalah isolat P301. Isolat  P301 telah diskrining aktivitasnya dengan metode agar block dan 

menunjukkan mampu menghambat S. aureus.  

Isolat P301 tersebut belum diuji lebih lanjut tentang kemampuannya mengasilkan 

antibiotik dalam media cair. Oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengetahui  

aktivitas cairan kultur isolat P301 terhadap S. aureus maupun waktu fermentasi optimal 

untuk produksi metabolit sekunder (antibiotik). Lama fermentasi yang optimal didasarkan 

pada aktivitas penghambatan supernatan cairan kultur terhadap bakteri uji. Waktu produksi 

metabolit sekunder (lama fermentasi) yang optimal dapat diperoleh dengan melakukan 

optimasi waktu produksi metabolit sekunder. Optimasi waktu produksi metabolit sekunder 

dapat ditentukan dengan membuat grafik hubungan antara waktu inkubasi dengan diameter 

zona hambat
(8)

. 

  

 

BAHAN DAN METODE 

BAHAN. Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat P301 hasil 

isolasi  dari tanah sawah yang ditanami padi di Kampung Bembem, Kelurahan Trimulyo, 

Kecamatan Jetis, Kabupaten Bantul, DIY yang telah dilakukan oleh Ramadhan
(7)

. Bahan 

untuk mikroorganisme uji adalah media BHI, media Mueller Hinton, media 

TSA.Mikroorganisme uji yang digunakan adalah Staphylococcus aureus 

Alat. Alat-alat yang digunakan untuk membuat kultur terdiri dari timbangan analitik, 

alat-alat gelas, cork borer, magnet stirer, termoline, autoklave, lampu spritus,   magnet stirer, 

termoline, blue tip, mikropipet, toples, tabung eppendorf, autoclave, pinset, lampu spritus.  

Alat-alat yang digunakan untuk uji aktivitas bakteri terdiri dari sentrifugasi SORVALL 

Biofuge primo R, alat-alat gelas, cork borer, mikropipet, yellow tip, lampu spritus, kulkas, 

inkubator. Semua alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini sebelumnya telah disterilkan 

terlebih dahulu. 

METODE. Sterilisasi. Alat-alat yang disterilkan diantaranya erlenmeyer 250 mL 

yang berisi media SNB sebanyak 50 mL dan magnet stirer, erlenmeyer 500 mL yang berisi 

media SNB sebanyak 100 mL dan magnet stirer, pinset, tabung eppendorf, alat-alat gelas 

seperti corong dan gelas ukur. Kedua erlenmeyer ditutup dengan kertas payung dengan rapat, 

pinset dibungkus dengan kertas payung, tabung eppendorf dimasukkan dalam toples kaca 

yang diatasnya ditutup dengan alumunium foil, untuk alat-alat gelas dibungkus 

menggunakan kertas payung.Sterilisasi yang menggunakan autoclave pada suhu 121˚C 

selama 20 menit diantaranya erlenmeyer yang sudah berisi media SNB, pinset, tabung 

eppendorf. Sedangkan untuk sterilisasi yang menggunakan oven pada suhu 171˚C selama 2 

jam yaitu alat-alat gelas. 
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Pembuatan Kultur Starter. Pembuatan starter dilakukan dengan cara memasukkan 

1 plug isolat  P301 ke dalam erlenmeyer yang berisi media SNB sebanyak 50 mL yang sudah 

disterilkan. Kultur starter diinkubasi pada suhu kamar selama 5 hari dengan pengadukan 

menggunakan Termoline. 

Preparasi Kultur Uji. Preparasi kultur uji dilakukan dengan cara memasukkan 10 

mL starter ke dalam erlenmeyer yang berisi 100 mL media SNB yang sudah disterilkan. 

Selanjutnya dilakukan inkubasi  inkubasi selama 20 hari dengan pengadukan menggunakan 

termoline. Selama inkubasi, setiap hari diambil 1 mL kultur dan dimasukkan ke dalam 

tabung eppendorf dan diberi label, lalu disimpan dalam freezer. Selanjutnya, semua kultur 

dalam eppendorf tersebut dikeluarkan dari freezer dan didiamkan di kulkas sampai mencair.  

Kultur uji yang sudah mencair, kemudian disentrifuse menggunakan SORVALL Biofuge 

primo R dengan kecepatan 5000 G selama 40 menit untuk diambil supernatannya.  

Supernatan ini disebut sampel cairan kultur.  

Pembuatan Stok Bakteri S. aureus. Diambil 1 ose bakteri S. aureus dari stok 

biakan murni lalu dalam 1 mL BHI, diinkubasi pada suhu 37˚C selama 18-24 jam. 

Selanjutnya diambil 1 ose dari kultur cair tersebut dan digoreskan pada media agar TSA. 

Biakan diinkubasi pada suhu 37˚C selama 18-24 jam. Setelah bakteri tumbuh disimpan pada 

suhu 4˚C sebagai stok bakteri.  

Pembuatan Suspensi Bakteri S. aureus. Satu ose dari stok bakteri disuspensikan ke 

dalam media cair BHI 1 mL, diinkubasi pada suhu 37˚C selama 18-24 jam. Suspensi bakteri 

diambil 100 µL dimasukkan ke dalam tabung berisi 1 mL BHI lalu diinkubasi selama 3-5 

jam pada suhu 37˚C. 

Pengujian Aktivitas Cairan Kultur Isolat P301 terhadap S. aureus. Petri yang 

berisi media Agar Mueller Hinton  diolesi secara merata dengan suspensi bakteri S. aureus. 

Setelah itu dibuat sumuran pada media Mueller Hinton dengan menggunakan alat 

pembolong (cork borer) berdiameter 0,6 cm. Sebanyak 50 µL kultur starter dimasukkan ke 

dalam sumuran dan diinkubasi pada 37˚C selama 18-24 jam untuk diamati diameter zone 

hambatnya.  

Optimasi Waktu Produksi Metabolit Sekunder Isolat P301.  Optimasi dilakukan 

dengan metode sama dengan uji aktivitas cairan kultur. Pada optimasi ini, cairan kultur 

harian yang diambil selama 20 hari diuji aktivitasnya terhadap S. aureus.  Setelah itu setiap 

sumuran diisi dengan cairan kultur kurang lebih sebanyak 50 µL sesuai dengan urutan 

harinya. Setelah semua sumuran diisi media disimpan di kulkas selama 2 jam, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37˚C selama 18-24 jam untuk diamati zona hambatnya. Profil optimasi 

waktu produksi metabolit sekunder dibuat berdasarkan hubungan antara waktu inkubasi 

dengan diameter zona hambat. 

Analisis Data. Analisis data dilakukan dengan mengukur diameter zona hambat di 

sekitar sumuran yang diisi cairan kultur isolat P301 terhadap pertumbuhan S. aureus. 

Optimasi waktu produksi metabolit sekunder dianalisis dengan membuat grafik hubungan 

antara waktu inkubasi dengan diameter zona hambat yang dihasilkan. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Menurut identifikasi awal oleh Ramadhan
(7)

, isolat P301 termasuk kelompok 

Actinomycetes. Identifikasi awal dilakukan dengan pengecatan Gram dan pengamatan 

morfologi koloni pada media SNA yang diberi antifungi. Actinomycetes adalah bakteri 

Gram positif, yang telah menghasilkan lebih dari 70% dari semua antibiotik yang dikenal 

saat ini. Antibiotik ini secara alami dibentuk oleh evolusi untuk membuatnya efektif dalam 

membunuh mikroorganisme sebagai alat kompetitif
(9)

. Actinomycetes kelihatan dari luar 

seperti jamur dan membentuk berkas-berkas mirip hifa. Struktur Actinomycetes berupa 

filamen lembut yang sering disebut hifa atau miselia, sebagaimana yang terdapat pada fungi, 

memiliki konidia pada hifa yang menegak
(10)

.  merupakan bakteri yang banyak ditemukan 
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tumbuh pada tanah yang berhumus, memiliki miselium, menghasilkan spora, dan tumbuh 

sangat lambat jika dibandingkan dengan bakteri pada umumnya. Strategi Actinomycetes 

untuk dapat bersaing dengan mikroba tanah lainnya adalah dengan menghasilkan enzim-

enzim ekstraseluler dan senyawa antibiotik. Enzim ekstraseluler berguna mendegradasi 

senyawa kompleks menjadi senyawa sederhana yang berguna untuk pertumbuhan, 

sedangkan senyawa antibiotik berfungsi untuk menghambat pertumbuhan mikroba 

kompetitor
(11)

.  Actinomycetes terutama genus Streptomyces merupakan mikroba tanah yang 

mampu mensintesis metabolit sekunder. Metabolit yang dihasilkan berbeda-beda secara 

biologi seperti antibiotik, herbisida, pestisida, antiparasit, dan enzim seperti selulase 

xylanase yang sering digunakan dalam bioremediasi sampah
(1)

. 

 Penelitian mengenai uji aktivitas cairan kultur isolat  P301 terhadap S. aureus dan 

optimasi waktu produksi metabolit sekunder merupakan penelitian lanjutan dari penelitian 

yang dilakukan oleh Ramadhan
(7)

.  Penelitian lanjutan ini dilakukan untuk mengetahui 

kemampuan menghasilkan antibiotik dari isolat  P301 terhadap S. aureus bila dikultur pada 

media cair SNB (starch nitrate broth).  Selain itu, penelitian tentang optimasi waktu 

produksi metabolit sekunder isolat  P301 sebagai penghasil antibiotik adalah untuk 

menentukan lama waktu fermentasi yang terbaik untuk memproduksi metabolit sekunder 

(antibiotik).  

  

A. Preparasi Cairan Kultur Isolat P301   

Untuk mendapatkan cairan kultur, maka dilakukan terlebih dahulu pengkulturan 

isolat P301. Dalam  melakukan proses kultur mikroba harus digunakan media pertumbuhan 

yang sesuai dengan mikroba yang dikultur. Media pertumbuhan yang baik merupakan media 

yang mampu menyediakan sumber karbon dan mineral-mineral lain yang dibutuhkan untuk 

pertumbuhan maupun aktivitasnya
(12)

. Pada penelitian ini, media yang digunakan untuk 

mengkultur isolat P301 adalah SNB (starch nitrate broth).  Media SNB mempunyai 

kandungan sumber karbon dan mineral. Sumber karbon media SNB berasal dari soluble 

starch yang mengandung sejumlah C yang beragam dari pati dan gliserol
(13)

. Sumber 

nitrogen anorganik (NO3
-
) berasal dari KNO3, mineral-mineral yang berasal dari magnesium, 

natrium, besi, kalium yang merupakan komposisi dari media SNB.  

Kultur isolat P301 ini diinkubasi pada suhu kamar karena suhu optimum untuk 

pertumbuhan Actinomycetes adalah pada suhu sekitar 25-35˚C
(11)

. Selain itu, selama 

inkubasi, dilakukan pengadukan untuk menghomogenkan cairan kultur sehingga terjadi 

pemerataan nutrisi maupun bakteri yang dikultur dalam media fermentasi, sehingga hasil 

metabolit dapat ditingkatkan melalui peningkatan agitasi
(14)

. Proses inkubasi dilakukan di 

tempat yang tidak terkena cahaya matahari langsung,  hal ini untuk menghindari kerusakan 

senyawa-senyawa yang mudah teroksidasi yang mungkin ada dalam kultur.   

Selama proses kultur  terjadi perubahan warna kultur, yaitu dari tidak berwarna 

(pada hari ke 0) hingga kuning kecoklatan mulai hari ke 9. Secara keseluruhan hasil 

pengamatan harian warna kultur isolat P301 dirangkum pada tabel 1. Dari hasil Tabel 1. 

terlihat bahwa pada hari ke kedua media SNB berwarna kuning pucat dan sudah mengalami 

kekeruhan serta terdapat butiran-butiran halus yang tersebar didasar media. Hal ini 

menunjukkan adanya pertumbuhan bakteri. Perubahan warna tersebut terjadi hingga inkubasi 

hari ke duapuluh yaitu dari warna kuning pucat berubah menjadi warna coklat kehitaman. 

Bila mikroba ditanam pada media padat dan menghasilkan pigmen,  bila pigmen dapat 

berdifusi pada media padat, maka akan menyebabkan media menjadi berubah warna sesuai 

warna pigmen yang dihasilkan
(15)

. Oleh karena itu,   perubahan warna yang terjadi pada 

cairan kultur isolat P301 juga disebabkan karena isolat  P301 mengeluarkan pigmen warna 

kuning hingga kecoklatan. Hal ini juga sesuai dengan hasil penelitian Ramadhan
(7) 

yang 

menunjukkan bahwa isolat P301 mempunyai pigmen terdifusi berwarna kuning pada media 

SNA (Starch Nitrat Agar). Perubahan warna cairan kultur isolat P301 tersebut juga diikuti 
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dengan bertambahnya jumlah pelet atau tingkat kekeruhan dari hari ke hari. Hal ini 

menunjukkan bahwa jumlah sel bakteri yang dari hari ke hari semakin bertambah akibat 

adanya pertumbuhan sel, dan kemudian jumlah tersebut konstan setelah hari ke 10.  

Gambaran perubahan kenampakan kultur uji dapat dilihat pada Gambar 1.  

Selama inkubasi, setiap hari dilakukan pengambilan kultur hingga hari ke 20.  

Selanjutnya cairan kultur disentrifuse, tujuan dilakukan sentrifuse ini adalah untuk 

memisahkan antara supernatan dengan endapan atau biomassa dari kultur yang diperoleh.  

Supernatan ini disebut sampel cairan kultur yang akan digunakan untuk menguji aktivitas 

dari cairan kultur isolat  P301 terhadap S. aureus. 

 

B. Uji Aktivitas  Cairan Kultur  Isolat P301 terhadap  S. aureus 

Uji aktivitas  cairan kultur  isolat P301 terhadap  S. aureus ditujukan untuk 

mengetahui ada tidaknya senyawa antibiotik dalam cairan kultur tersebut yang dapat 

menghambat pertumbuhan S. aureus.  Uji dilakukan dengan metode sumuran yang 

merupakan salah satu metode difusi. Sebanyak 50 μL cairan kultur dimasukkan dalam 

media Agar Mueller Hinton yang telah ditanami bakteri S. aureus kemudian disimpan 

dalam kulkas selama 2 jam agar cairan kultur terdifusi kedalam media. Media kemudian di 

inkubasi selama 24 jam pada suhu 37˚C. Hasil penelitian menunjukkan adanya zona hambat 

(jernih) pada media dengan diameter 12,0 mm. Hasil uji aktivitas cairan kultur ini dapat 

dilihat pada Gambar 2. Zone hambat terbentuk karena senyawa antibiotik dalam cairan 

kultur berdifusi ke dalam agar dan menyebabkan tidak tumbuh atau terhambatnya 

pertumbuhan S. aureus. 

Hasil penelitian Ramadhan
(7)

terhadap potensi antibiotik isolat P301 dengan metode 

agar block menunjukkan penghambatan yang tinggi yaitu dengan zona hambatan 20,0 mm. 

Tujuan utama uji aktivitas cairan kultur pada penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah 

cairan kultur yang dihasilkan menunjukkan aktivitas antibiotik terhadap S. aureus. Hal ini 

dilakukan karena kemampuan produksi antibiotik pada media padat tidak selalu sama 

dengan bila dikultur pada media cair. Hasil penelitian  Moncheva et al.
(16) 

dan Sulistiyani
(11)

 

(juga menunjukkan bahwa hasil uji positif (aktif) pada metode agar block tidak selalu 

menghasilkan aktivitas juga pada cairan kulturnya. Oleh karena itu, bila hasil  uji aktivitas 

dengan metode agar block menunjukkan mampu menghambat bakteri tertentu, hasilnya 

belum tentu sama dengan hasil uji dengan metode sumuran.  

 

C. Optimasi Waktu Produksi Metabolit Sekunder 

  Profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder dapat digunakan untuk 

menentukan jangka waktu (durasi) yang tepat (optimal) dalam melakukan fermentasi untuk 

memproduksi antibiotik
(17)

 .  Pada penelitian ini, profil optimasi waktu produksi metabolit 

sekunder ini  ditentukan dengan membuat grafik hubungan antara waktu inkubasi dengan 

diameter zona hambat pertumbuhan S. aureus dari tiap cairan kultur yang diambil tiap hari.  

Gambaran hasil optimasi disajikan pada Gambar 3 dan Gambar 4.  Pada Gambar 3 nampak 

jelas bahwa zone hambat yang berupa jernih melingkar di sekeliling sumuran mulai nampak 

pada hari ke 3.  Dengan bertambahnya hari inkubasi, zone tersebut semakin melebar hingga 

hari ke 11 dan kemudian konstan. Pertambahan lebar zone hambat menunjukkan bahwa 

jumlah antibiotik semakin banyak sehingga konsentrasi antibiotik dalam cairan kultur 

menjadi semakin besar.   

Hasil pengukuran diameter zona hambat radikal terhadap S. aureus menunjukkan 

bahwa pada hari ke-3 cairan kultur isolat  P301 sudah menghasilkan metabolit sekunder 

berupa antibiotik yang mampu menghambat pertumbuhan  S. aureus dengan diameter zona 

hambat sebesar 0,70 cm.  Ukuran diameter tersebut dari hari ke hari semakin bertambah dan 

produksi antibiotik tertinggi mulai hari ke 11 dengan diameter zona hambat sebesar 2,175 

cm. Produksi antibiotik tersebut nampak konstan setelah diinkubasi selama 11 hari, sehingga 
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waktu pemanenan antibiotik yang optimal terhadap S. aureus yaitu setelah diinkubasi  

selama 11 hari.  Oleh karena itu durasi fermentasi yang baik untuk memproduksi antibiotik 

dari isolat P301 adalah 11 hari. 

Durasi fermentasi menjadi salah satu hal yang harus ditetapkan untuk mendapatkan 

produk metabolit sekunder maupun produk lain yang diinginkan secara optimal. Antibiotik 

yang merupakan metabolit sekunder banyak dihasilkan pada akhir fase eksponensial dan fase 

stasioner
(18)

. Optimasi-optimasi yang lain masih diperlukan, karena produksi antibiotik 

dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu komponen media dan kondisi kultur, seperti agitasi, 

aerasi, pH, dan temperatur yang berbeda-beda untuk setiap organisme.  Komponen media 

yang berpengaruh adalah struktur kimia media dan konsentrasinya. Sumber karbon dan 

nitrogen biasanya memberikan pengaruh dalam produksi antibiotik. Agitasi akan 

mempengaruhi aerasi dan pencampuran nutrient dalam media fermentasi, sehingga hasil 

metabolit dapat ditingkatkan melalui peningkatan agitasi
(14)

. Oleh karena itu penelitian ini 

masih perlu dilanjutkan dengan optimasi berbagai kondisi tersebut, sehingga data diperoleh 

kondisi fermentasi yang paling optimal. 

Setiap isolat mikroba penghasil antibiotik memerlukan kondisi yang berbeda-beda 

dalam memproduksi antibiotik. Sebagai contoh, penelitian yang dilakukan oleh Sulistiyani
(11) 

menunjukkan bahwa isolat Actinomycetes yang diisolasi dari tanah Pulau Timur Bagian 

Barat produksi antibiotik mencapai hasil tertinggi setelah diinkubasi selama 14 hari. Bila 

dibandingkan hasil tersebut di atas dari segi optimasi waktu, isolat  P301 membutuhkan 

durasi fermentasi  yang lebih cepat   dibandingkan dengan isolat Actinomycetes yang 

diisolasi dari tanah Pulau Timur Bagian Barat tersebut. 

 

KESIMPULAN 

1. Cairan kultur Isolat  P301 mampu menghambat pertumbuhan Staphylococcus aureus. 

2. Pemanenan antibiotik yang optimal dapat dilakukan setelah diinkubasi minimal selama 

11 hari berdasarkan uji aktivitas terhadap Staphylococcus aureus. 
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Daftar Tabel 

Tabel 1.Hasil penampakan cairan kultur 

Hari ke- Warna 

1 Kuning muda 

2 Kuning muda 

3 Kuning muda 

4 Kuning 

5 Kuning 

6 Kuning + 

7 Kuning + 

8 Kuning ++ 

9 Kuning kecoklatan 

10 Kuning kecoklatan 

http://www.life.umd.edu/classroom/bsci424
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11 Kuning kecoklatan 

12 Kuning kecoklatan 

13 Kuning kecoklatan 

14 Kuning kecoklatan 

15 Kuning kecoklatan 

16 Kuning kecoklatan 

17 Kuning kecoklatan 

18 Kuning kecoklatan 

19 Kuning kecoklatan 

20 Kuning kecoklatan 

 

Tabel 2.Diameter zona hambat radikal terhadap S. aureus 

Hari Diameter zona hambat (cm) Hari Diameter zona hambat (cm) 

1  11 2.175 

2  12 2.175 

3 0.7 13 2.15 

4 0.975 14 2.1 

5 1.2 15 2.15 

6 1.375 16 2.175 

7 1.4 17 2.175 

8 1.5 18 2.175 

9 1.525 19 2.175 

10 2.1 20 2.15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daftar Gambar 

 

 

 

(a) (b) (c) 

Gambar 1.Kultur Uji Isolat P301 setelah inkubasi selama:(a) 1 hari, (b) 7 hari, (c) 12 

hari 
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Gambar 2.Hasil Uji Aktivitas  Cairan Kultur Isolat  P301 

 

     
a b c d e 

Gambar 3. Diameter zona hambat radikal terhadap S. aureus dari cairan kultur hari 

ke 1-3 (a), 4-6 (b), 7-9 (c), 10-14 (d) dan 15-20 (e). 

 

 
 

Gambar 4.Profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder dari isolat P301   

 

 

 

 

 

 


