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INTISARI

Mikroorganisme penghasil antibiotik salah satunya adalah bakteri
actinomycetes. Salah satu bakteri actinomycetes adalah isolat TE234 yang berasal
dari tanah sekitaran tanaman tebu. Pertumbuhan actinomycetes melewati fase lag,
merupakan fase awal yaitu jumlah sel sangat sedikit karena belum mengalami
pembelahan dalam media baru. Fase log dimana mulai membelah dan mulai
memasuki masa pertumbuhan atau penambahan jumlah sel secara logaritmik dan
disebut fase eksponensial. Fase stasioner pada fase ini jumlah kematian
mengimbangi jumlah sel yang baru dan populasi menjadi stabil. Fase terakhir
yaitu fase kematian dimana jumlah kematian pada akhirnya akan melampui
jumlah sel baru. Isolat bakteri actinomyecetes terjadi pertumbuhan optimum pada
hari ke-9 dengan cara di ambil isolat bakteri actinomycetes TE234 sebanyak 1 ml
setiap harinya sampai dengan 14 hari. Pengukuran biomassa dilakukan dengan
metode Spektrofotometri UV VIS. Pengukuran biomassa bertujuan untuk
mengetahui pola pertumbuhan dari isolat Actinomycetes yang diperoleh.
Banyaknya biomassa Actinomycetes di dalam larutan sebanding dengan besarnya
absorbansi yang diperoleh dari hasil pengukuran spektrofotometer pada panjang
gelombang 275,5 nm, terjadi pertumbuhan optimal pada hari ke-9. Pengujian
produksi metabolit sekunder menggunakan metode sumuran dan dilakukan
pengujian dengan bakteri Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli
menunjukan hasil optimal pada hari ke-11 yaitu sebesar 7,06 mm dan hari ke-9

yaitu sebesar 6.97 mm.

Kata kuci: Actinomycetes, Spektrofotometri UV-VIS, Metabolit sekunder
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ABSTRACT

One of the antibiotic-producing microorganisms is of actinomycetes
bacteria. One of the actinomycetes bacteria is isolate TE234 from soil around the
surgacane. The growth of actinomycetes passes through the lag phase, an initial
phase in which the number of cells is very small because they have not undergone
division in new media. The log phase which starts to divide and begins to enter a
period of growth or addition of a number of cells in a logarithmic manner and is
called an exponential phase. Stationary phase in this phase the number of dead
offset the number of new cells and the population becomes stable. The final phase
is the phase of death where the number of deaths will eventually exceed the
number of new cells. Actinomycetes bacterial isolates occur optimum growth on
the 9th day by taking 1 ml of actinomycetes bacterial isolate 1 ml every day for up
to 14 days. Biomassa measurements were carried out using the UV VIS
Spectrophotometry method. Biomassa measurement purpose to determine the
growth patterns of the Actinomycetes isolates obtained. The amount of
Actinomycetes biomass in the solution is proportional to the amount of
absorbance obtained from spectrophotometer measurements at a wavelength of
275.5 nm, and optimal growth occurs on the 9th day. Testing of secondary
metabolite production using the well method and testing with Staphylococcus
aureus and Escherichia coli showed optimal results on the 11th day at 7.06 mm
and the 9th day at 6.97 mm.

Keywords:  Actinomycetes, UV-VIS spectrophotometry, secondary
metabolites
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Antibiotika merupakan produk metabolik yang dihasilkan suatu organisme
tertentu, dalam konsentrasi kecil bersifat merusak atau menghambat
mikroorganisme lain. Kata lain, antibiotika merupakan zat kimia yang dihasilkan
oleh suatu mikroorganisme yang menghambat mikroorganisme lain (Owaga E.E,
2009). Mikroorganisme penghasil antibiotik salah satunya adalah kelompok
bakteri actinomycetes. Actinomycetes memiliki potensi yang sangat besar untuk
menghasilkan senyawa baru. Sekitar 22.000 metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh mikroba, 70% diproduksi oleh actinomycetes, 20 % oleh fungi, 7% Bacillus
spp. dan 1-2% oleh bakteria lainnya (Ratnakomala et al., 2016).

Pertumbuhan actinomycetes melewati fase lag, merupakan fase awal yaitu
jumlah sel sangat sedikit karena belum mengalami pembelahan dalam media baru.
Fase ini berlangsung selama satu jam atau selama beberapa hari. Fase log dimana
mulai membelah dan mulai memasuki masa pertumbuhan atau penambahan
jumlah sel secara logaritmik dan disebut fase eksponensial. Fase stasioner pada
fase ini jumlah yang mati mengimbangi jumlah sel yang baru dan populasi
menjadi stabil, aktivitas metabolisme juga melambat pada fase ini. Fase terakhir
yaitu fase kematian dimana jumlah kematian pada akhirnya akan melampui
jumlah sel baru yang terbentuk dan populasi mulai memasuki penurunan jumlah

sel.



Optimasi pertumbuhan isolat Streptomyces sp. All dalam medium
glukosakhamir-pepton menunjukkan bahwa fase lag terjadi sampai dengan jam
ke-8, fase pertumbuhan cepat (fase logaritma) terjadi pada selang waktu jam ke-9
sampai dengan jam ke-48, dan fase stasioner terjadi pada selang waktu jam ke-48
sampai dengan jam ke-144. Terjadi pertumbuhan sel cepat maka pada saat itu
terjadi represi antibiotik sintetase, sehingga mikroba tidak menghasilkan metabolit
sekunder (Sunaryanto, 2011). Optimasi produksi metabolit  sekunder
menunjukkan bahwa hari kedua merupakan waktu inkubasi terbaik untuk
memanen antibiotik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat T24M
Actinomycetes rizosfer tanaman tin (Ficus carica L.) menghasilkan antibiotik
yang dapat menghambat pertumbuhan MRSA atau bakteri Methicillin Resistant
Staphyllococcus aureus (Warsi. N, 2018).

Berdasarkan latar belakang diatas, peneliti akan melakukan optimasi
pertumbuhan bakteri isolat TE234 dan melakukan optimasi waktu produksi
metabolit sekunder/antibiotik isolat TE234 terhadap bakteri Escherichia coli dan

Staphylococcus aureus.

B. Rumusan Masalah
1. Bagaimana profil pertumbuhan bakteri actinomycetes isolat TE234
berdasarkan berat sel yang dihasilkan?
2. Bagaimana profil bakteri actinomycetes berdasarkan serapan pada

Spektrofotometri UV-VIS?



3. Bagaimana profil waktu produksi metabolit sekunder dari cairan kultur isolat
Actinomycetes (isolat TE234) sebagai penghasil antibiotik berdasarkan

aktivitas terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus ?

C. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui profil pertumbuhan bakeri Actinomyecetes isolat TE234
berdasarkan berat sel.

2. Mengetahui profil pertumbuhan bakteri Actinomycetes berdasarkan serapan
Spektrofotometri UV-VIS.

3. Mengetahui waktu produksi metabolit sekunder dari cairan kultur isolat
Actinomycetes (isolat TE234) sebagai senyawa penghasil senyawa antibiotik
berdasarkan aktivitas terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat memberikan manfaat, antara
lain:

1. Memberikan informasi kepada masyarakat mengenai pertumbuhan bakteri
isolat TE234 actinomycetes yang dilakukan sampling selama 14 hari sebagai
penghasil antibiotik.

2. Memberikan informasi kepada institusi mengenai profil bakteri isolat TE234
dengan menggunakan uji Spektrofotometri UV-VIS.

3. Memberikan ilmu pengetahuan mengenai zona hambat bakteri isolat TE234

actinomycetes terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus.



4. Menambah keaneragaman mikroorganisme yang berpotensi menghasilkan
antibiotik yang memiliki efek farmakologi lebih besar serta tingkat keamanan

yang lebih tinggi dari antibiotik-antibiotik sebelumnya.
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TINJAUAN PUSTAKA
A. Kajian teori
1. Actinomycetes

Actinomycetes merupakan bakteri Gram positif yang tersebar luas di alam
dan didistribusikan di berbagai habitat ekologis seperti tanah, air tawar,
lingkungan laut, tanaman atau endofit dan penghasil metabolisme sekunder
(Kekuda, 2016). Actinomycetes merupakan bakteri Gram positif yang dicirikan
dengan High Guanine-Cytosine Gram Positive oleh kandungan GC (Guanine
Cytosine) tinggi Actinomyecetes bersifat aerob, tumbuh lambat, membutuhkan
temperatur sekitar 25°-37°C, berukuran besar dengan kecenderungan untuk

membentuk rantai atau filament (Masda, 2018).

Actinomycetes bersifat uniseluler seperti bakteri dan tidak memiliki
dinding sel yang berbeda, tetapi dapat menghasilkan miselium yang nonseptate
dan lebih ramping. Actinomycetes pada umumnya dapat ditemukan di tanah,
air tawar, dan laut. Berperan penting dalam dekomposisi bahan organik, seperti
selulosa dan kitin, dan bagian penting dalam perputaran bahan organik dan
siklus karbon, melengkapi nutrisi di tanah, dan merupakan bagian penting dari
pembentukan humus. Koloni Acntinomycetes membentuk konsistensi mirip
tepung dan menempel kuat pada permukaan agar-agar, menghasilkan hifa dan
spora seperti jamur di media kultur (Jiang, 2016).

Beberapa kasus, sering dijumpai kemiripan jenis dalam actinomycetes

secara molekuler, namun berbeda secara morfologi dan fisiologi. Hal tersebut



dapat terjadi jika identifikasi molekuler yang dilakukan hanya terhadap satu
atau beberapa gen penanda saja. 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 (Agusta, 2015).

Menurut (Sastrahidayat, 2013) Actinomycetes termasuk mikroba
heterotrof dan bersifat aerob. Keasamaan tanah (pH) yang sesuai untuk
pertumbuhannya antara 6,5-8,0 dan populasinya akan menurun seiring dengan
menurunnya derajat keasaman tanah. Kelembapan tanah yang sesuai untuk
pertumbuhan Actinomycetes adalah 85%, bila kondisi tanah kering akan
membentuk konidium. Suhu optimum untuk pertumbuhannya berkisar antara
25-30°C tetapi ada juga yang bersifat termofil dengan kisaran suhu optimum
55-65°C.

. Antibiotik

Antibiotik merupakan obat yang paling banyak digunakan pada infeksi
yang disebabkan oleh bakteri. Berbagai studi menemukan bahwa sekitar 40-
62% antibiotik digunakan secara tidak tepat antara lain untuk penyakit-

penyakit yang sebenarnya tidak memerlukan antibiotik. Penelitian kualitas



penggunaan antibiotik di berbagai bagian rumah sakit ditemukan 30% sampai

dengan 80% tidak didasarkan pada indikasi (Hadi, 2009).

Antibiotik merupakan senyawa alami maupun sintetik yang mempunyai
efek menekan atau menghentikan proses biokimia di dalam organisme,
khususnya dalam proses infeksi oleh mikroba. Macam-macam kelompok
antibiotik yaitu:

a. Antibiotik yang mengganggu biosintesis dinding sel bakteri, Contoh
antibiotik beta laktam adalah penisilin dan sefalosporin, sedangkan
antibiotik kelompok glikopeptida contohnya adalah vankomisin.

b. Antibiotik yang termasuk kelompok peptida yang mengandung lanthionine
contoh nisin dan subtilin merusak molekul membran sel bakteri.

c. Antibiotik kelompok makrolid bekerja menghambat sintesis protein
bakteri.

d. Antibiotik kelompok aminoglikosida menghambat proses translasi.

e. Antibiotik kelompok tetrasiklin bekerja pada ribosom bakteri dengan cara
menghambat interaksi kodon-antikodon antara mRNA dengan tRNA

(Soleha, 2015).



Tabel 2.1 Kategori kekuatan daya hambat antibakteri

Diameter hambat Kategori
> 20 mm Sangat kuat
10-20 mm Kuat
5-10 mm Sedang

<5mm Lemah

(Stery B, Febby E.F, Pelealu, & Pandiangan, 2015)
3. Bakteri

Bakteri merupakan organisme uniseluler yang relatif sederhana. Materi
genetik tidak diselimuti oleh selaput membran inti, sel bakteri disebut dengan
sel prokariot. Secara umum, sel bakteri terdiri atas beberapa bentuk, yaitu
bentuk basil/batang, bukat, atau spiral. Dinding sel bakteri mengandung
kompleks karbohidrat dan protein yang disebut peptidoglikan. Bakteri
umumnya bereproduksi dengan cara membelah diri menjadi dua sel yang
berukuran sama, Ini disebut pembelahan biner. Nutrisi bakteri umumnya
menggunakan bahan kimia organik yang dapat diperoleh secara alami dari
organisme hidup atau organisme yang sudah mati. Beberapa bakteri dapat
membuat makanan sendiri dengan proses biosintesis, beberapa bakteri yang

lain memperoleh nutrisi dari substansi organik (Radji, 2010).



Tabel 2.2 Makromolekul Penyusun Materi Sel Bakteri

Makromolekul Sub-unit primer Terdapat pada

Asam nukleat Nukleotida (DNA dan RNA) | DNA: nukleotida

(kromosom), plasmid
rRNA: ribosom, mMRNA

tRNA: sitoplasma

Protein Asam amino Flagel, pili, dinding sel,

membran  sitoplasma,

ribosom, sitoplasma

Polisakarida Karbohidrat Kapsul bakteri, badan

inklusi, dinding sel

Fosfolipida Asam lemak Membran sel

(Radji, 2010)

a. Fase pertumbuhan bakteri:

1) Fase lag

2)

Fase ini merupakan fase awal, yaitu jumlah sel sangat sedikit karena sel
belum mengalami pembelahan sel dalam media yang baru. Fase lag ini
dapat berlangsung selama 1 jam atau beberapa hari.

Fase log

Pada fase ini, sel mulai membelah dan memasuki masa pertumbuhan atau
penambahan jumlah sel secara logaritmik dan disebut dengan fase
eksponensial. Reproduksi seluler paling aktif pada fase ini dan

menunjukkan waktu generasi yang konstan sehingga grafik pertumbuhan



3)

4)

10

berupa garis lurus. Metabolisme sel paling aktif pada fase log. Selama fase
log, bakteri menjadi lebih sensitif terhadap lingkungan yang buruk.
Contoh, radiasi dan antibiotik dapat mempengaruhi beberapa tahap penting
dalam proses pertumbuhan sel selama fase ini.

Fase stasioner

Bila pertumbuhan berlanjut tanpa terkontrol, dapat dihasilkan jumlah sel
yang sangat besar. Contoh secara teoritis sel bakteri dengan berat 9,5 X 10°
13 gram per sel yang membelah setiap 20 menit dapat berkembang menjadi
populasi sel dengan berat mencapai setara dengan 80.000 ton hanya dalam
waktu 25,5 jam. Namun demikian, kenyataannya hal tersebut tidak terjadi.
Akhirnya tingkat pertumbuhan melambat, jumlah sel yang mati
mengimbangi jumlah sel yang baru dan populasi menjadi stabil. Aktivitas
melambat pada fase ini. Periode keseimbangan ini disebut dengan fase
stasioner.

Fase kematian

Jumlah sel kematian pada akhirnya akan melampui jumlah sel baru yang
terbentuk dan populasi sel memasuki fase kematian dan fase penurunan.
Fase ini berlanjut sampai populasi menyusut menjadi fraksi kecil atau

seluruh populasi mati.
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Gambar 2.1 Siklus pertumbuhan bakteri
Keterangan :
A: fase lag
B: fase log

C: fase stasioner
D: fase kematian

3.1 Bakteri Escherichia coli

Kingdom : Prokaryota

Divisio : Gracilicutes

Class : Scotobacteria
Ordo : Eubacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia
Spesies : Escherichia coli

Escherichia coli adalah salah satu bakteri patogen yang dapat

menyebabkan gastroenteritis, dengan gejala mulai diare ringan sampai
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hemolyticuremic syndrome, gagal ginjal dan kematian. Escherichia coli
merupakan mikroflora alami yang terdapat pada saluran pencernaan
manusia dan hewan. Keberadaan flora normal dalam saluran pencernaan
akan memberikan keuntungan diantaranya adalah menghambat
pertumbuhan bakteri patogen, menghasilkan vitamin B kompleks dan
vitamin K (Tim Mikrobiologi, 2013).

3.2 Bakteri Staphylococcus aureus

Divisi : Protophyta atau Schizophyta
Kelas : Schizomycetes

Bangsa : Eubacteriales

Suku : Micrococcaceae

Marga . Staphylococcus

Spesies . Staphylococcus aureus

Staphylococcus berbentuk bulat atau kokus dengan diameter 0,4-
1,2 pum. Hasil pewarnaan yang berasal dari perbenihan padat akan
memperlihatkan susunan bakteri yang bergerombol seperti buah anggur.
Untuk membiakkan bakteri Staphylococcus diperlukan suhu optimal antara
28-38 C. Apabila bakteri tersebut diisolasi dari seorang penderita, suhu
optimal yang diperlukan adalah 37 C, pH optimal untuk pertumbuhannya

adalah 7,4 (Atikah, 2013).

4. Spektrofotometri UV VIS

Spektrofotometer merupakan alat yang digunakan untuk mengukur

energi secara relatif jika energi tersebut ditransmisikan, direfleksikan, dan
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diemisikan sebagai fungsi dari spektrum dengan panjang gelombang tertentu
dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya yang ditransmisikan atau
yang di absorbsi.

Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah
panjang gelombang dimana terjadi serapan maksimum. Untuk memperoleh
panjang gelombang serapan maksimum, dilakukan dengan membuat kurva
hubungan antara absorbansi dengan panjang gelombang dari suatu larutan baku
pada konsentrasi tertentu (Alwi, 2017).

Daerah UV sekitar 10 nm — 380 nm, tetapi paling banyak
penggunaannya secara analitik dari 200 — 380 nm dan disebut sebagai UV
pendek (dekat). Di bawah 200 nm, udara dapat mengabsorpsi sehingga
instrumen harus dioperasikan kondisi vakum, daerah ini disebut dengan daerah
UV Vacum.

Daerah tampak (visibel) sangat kecil panjang gelombang yang
dikaitkan dengan cahaya tampak itu mampu mempengaruhi selaput pelangi
pada manusia, dan karenanya menimbulkan kesan subyektif akan ketampakan
(vision). A daerah tampak dari 380 nm — sekitar 780 nm.

. Metode — Metode pengujian antibakteri

Penentuan setiap kepekaan bakteri terhadap suatu bakteri patogen
adalah dengan menentukan konsentrasi terkecil dari isolat yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Beberapa cara pengujian

antibakteri adalah sebagai berikut:
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a. Metode Difusi
Metode ini penentuan aktivitas didasarkan pada kemampuan difusi dari zat
antimikroba dalam lempeng agar yang telah di inokulasikan dengan
mikroba uji. Metode ini dapat dilakukan dengan 3 cara, yaitu
1. Metode sumuran
Metode pengujian yang digunakan adalah metode sumuran karena
lebih cocok dan praktis untuk uji antibakteri atau obat yang berasal
dari isolat bakteri. Metode ini membuat ekstrak dapat berdifusi secara
maksimal karena bahan akan bertemu langsung dengan media
pertumbuhan sampai ke dasar media melalui sumur yang dibuat pada
media pertumbuhan kuman. Penelitian menggunakan dua jenis bakteri
yaitu Gram positif Streptococcus sp. dan Gram negatif Escherichia
coli dimana kedua bakteri tersebut bisa menyebabkan infeksi dan
berbagai penyakit pada tubuh manusia. Kelebihan metode ini biaya
yang digunakan lebih murah, cocok untuk pengujian ekstrak cair yang
membutuhkan lebih banyak volume pengujian dan lebih mudah dalam
pelaksaan. Kekurangan perlu memperhitungkan diameter dengan
ketebalan media agar supaya saat penuangan ke lubang sumuran tidak
melebihi kapasitas lubang. (Lombogia et al., 2016).
2. Metode kirby bauer
Prosedur uji daya hambat dengan teknik difusi metode Kirby
Bauer dilakukan dengan cara memulaskan suspensi bakteri pada

media Muller Hinton Agar sampai seluruh permukaan tertutup
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sempurna, lalu diletakan diatasnya disk blank yang telah ditetesi oleh
konsentrasi bakteri actinomycetes yang akan diuji dengan bakteri
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Kelebihan uji difusi
cakram agar mencakup fleksibilitas yang lebih besar dalam memilih
isolat yang akan diperiksa. Kekurangan harga relatif mahal (Tuntun,
2011).
3. Metode Parit
Suatu lempeng yang telah diinokulasikan dengan bakteri uji dibuat
sebidang parit. Parit tersebut berisi zat anti mikroba, kemudian di
inkubasi pada waktu dan suhu optimum yang sesuai dengan mikroba
uji. Hasil pengamatan yang akan di peroleh berupa ada tidaknya zona
hambat yang akan terbentuk di sekitar parit (Prayoga, 2013).
b. Metode Dilusi
Metode ini dilakukan dengan mencampurkan zat antimikroba dan
media agar, yang kemudian yang diinokulasikan dengan mikroba uji. Hasil
pengamatan yang akan diperoleh berupa tumbuh atau tidaknya mikroba di
dalam media. Metode ini terdiri dari 2 cara yaitu:
1. Pengenceran serial dalam tabung
Metode serial dalam tabung atau pengenceran bertingkat adalah
proses pengenceran bertahap dari suatu zat dalam larutan. Metode ini
lebih teliti dan masih dapat menghitung jumlah koloni dengan

pengenceran tinggi. Kelebihan digunakan untuk mengujian antibiotik
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secara simultan, kekurangan membutuhkan waktu dan biaya yang
mahal (Zaki Mubarak, Santi Chismirina, 2016).
2. Penipisan lempeng agar

Isolat di encerkan dalam media agar dan kemudian di tuangkan
kedalam cawan petri. Agar membeku diinokulasikan bakteri
patogen kemudian diinkubasi pada waktu dan suhu tertentu.
Konsetrasi terendah dari isolat yang masih memberikan hambatan
terhadap pertumbuhan bakteri ditetapkan sebagai Kadar Hambat

Minimum (Prayoga, 2013).

6. Penelitian yang Relevan

Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Astriani, Djide, & Naid, 2018)
Berdasarkan hasil uji daya hambat, dari 4 isolat, hanya 1 isolat yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli dan Candida albicans.
Pemeriksaan ornamen rantai spora menunjukkan bahwa isolat tersebut adalah
Actinomycetes. Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Ali, 2009)
menyatakan jika suatu senyawa antibiotik dikatakan memiliki kemampuan
penghambatan yang kuat jika luas zona bening yang dihasilkan di atas 20 mm.
Berdasarkan zona hambat yang diperoleh, kemampuan penghambatan
Actinomycetes isolat KP4 tergolong lemah. Ciri ini pula yang dapat digunakan
untuk membedakan jamur dengan Actinomycetes. Pengambilan dan
pengolahan sampel Sampel tanah yang diambil dari rizosfer kunyit putih
(Curcuma zedoaria) yaitu tanah yang melekat pada akar kunyit putih

(Curcuma zedoaria) sebanyak satu genggam dari 5 tempat yang berbeda dalam
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1 rumpun/lahan. Sebanyak 5 gram sampel tanah dilarutkan ke dalam labu
Erlenmeyer yang berisi 45 ml aquadest, lalu dihomogenkan menggunakan
vortex, selanjutnya diberi praperlakuan dengan metode heat shock yang
dilakukan dengan memanaskan sampel selama 1 jam pada suhu 70°C.
Kemudian sampel dibuat pengenceran bertingkat sampai 10-4 . Masing-masing
pengenceran diambil 0,1 ml dan diinokulasikan dengan metode sebar (pour
plate) pada medium Starch Casein Agar (SCA) yang sebelumnya telah
disuplemantsi Nystatin untuk mencegah pertumbuhan fungi di inokulasi pada
suhu 30° dan Uji potensi antimikroba dengan metode difusi agar. Optimasi
dilakukan dengan metode sama dengan uji aktivitas cairan kultur. Cairan kultur
harian yang diambil selama 20 hari diuji aktivitasnya terhadap Staphylococcus
aureus. Setiap sumuran diisi dengan cairan kultur kurang lebih sebanyak 50 pL
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 (Sulistyani & Narwanti, 2015).
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C. Kerangka konsep

Kultur isolat bakteri actinomucetes (isolat 234) pada media SNB
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BAB Il
METODE PENELITIAN
A. Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis dan rancangan penelitian ini adalah dengan penelitian eksperimental
di bidang mikrobiologi farmasi dan dilakukan di Laboratorium farmasi
Universitas Muhammadiyah Magelang.
B. Sampel
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah stater isolat bakteri
TE234 dari tanah tanaman tebu (Saccharum officinarum L) yang bertempatan di
Madugondo, Sitimulyo, Piyungan, Bantul (7°49°57.9”S 110°26°01.1”E).
C. Bahan dan Alat yang Digunakan
1. Bahan
Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah starter isolat
TE234 dari tanah tanaman tebu (Saccharum officinarum L). Bahan yang
digunakan untuk uji adalah cairan kultur isolat bakteri Te234 media BHI,
SNB, media Mueller Hinton, dan mikroorganisme yang digunakan untuk
pengujian bakteri yaitu bakteri Escherichia coli (-) dan Staphylococcus
aureus (+).
2. Alat
Alat alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain, cawan petri,
pipet volume, erlenmeyer, tabung reaksi, kapas lidi steril, magnet stirer,
vortex, autoclaf, yellow tip, timbangan analitik, pinset, lampu spirtus, kertas

koran, LAF, kulkas, sentifuge, inkubator dan eppendrof.

20
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D. Prosedur Penelitian
1. Sterilisasi
Alat — alat yang akan digunakan disterilkan terlebih dahulu harus dicuci
bersih dan kering, untuk alat — alat gelas disterilkan dalam autoklaf pada suhu
121°C tekanan 15 Ibs selama 15 menit. Spatel, jarum ose, dan kaca objek
disterilkan dengan cara melewatkan diatas nyala bunsen selama 30 detik.
Ruangan dan lemari kaca aseptis disterilkan dengan larutan alkohol 70 %
sebelum dan sesudah kerja (Yosmar et al., 2013).
2. Pembuatan kultur cair
Sebanyak 5 ml starter isolat bakteri Actinomycetes isolat Te234
kemudian diinokulasi media dalam 50 ml cair Starch Nitrat Broth (SNB),
kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 5 hari dengan penggojogan.
Hasil kultur 5 hari disebut sebagai kultur starter (M.A. Ramdhani, 2018).
3. Kultur Uji
a. Penyiapan kultur uji
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah Isolat bakteri hasil
isolasi dari tanah pohon tebu (isolat Te234). Pembuatan starter dilakukan
dengan cara mengambil 10 ml starter isolat bakteri Te234 dimasukkan ke
dalam erlenmeyer 100 mL yang berisi media SNB steril sebanyak 50
mL(1:10). Inkubasi pada suhu kamar selama 5 hari dengan pengadukan
menggunakan magnetic stirer. Dilakukan kultur bertingkat dengan
perbandingan (1:10) antara hasil kultur sebelumnya dengan media SNB baru

hingga volume 3 liter. Kultur uji yang sudah dilakukan kultur bertingkat
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diinkubasi selama 14 hari dan dilakukan pemanenan dengan cara disaring
menggunakan corong buchner, kemudian dipekatkan pada suhu 50°C dan
diekstraksi menggunakan etil asetat(Syarifuddin & Sulistyani, 2018).
b. Penyiapan supernatan
Hasil kultur uji yang telah diinkubasi selama 14 hari diambil 2 mL
dimasukkan dalam eppendorf, kemudian sentrifuse menggunakan alat
sentrifuse dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Supernatan
dipisahkan dari endapannya (biomassa sel), lalu supernatan dimasukkan
dalam tabung eppendorf yang baru dan disimpan dalam freezer. Supernatan
ini disebut sampel cairan uji (Oskay, 2011).
4. Pembuatan suspensi bakteri
Diambil 100 pL stok bakteri dimasukkan dalam 1 mL BHI, diinkubasi
selama 18-24 jam, kemudian diambil 100 pL dimasukkan ke dalam BHI 1 mL,
diinkubasi selama 3-5 jam di dalam inkubator. Ambil 100 pL bakteri
diencerkan dengan NaCl 0,9% sampai kekeruhan sama dengan standar Mc
Farland 0,5 x 10°® CFU/mL (Syarifuddin & Sulistyani, 2018).
5. Optimasi Waktu Produksi Metabolit Sekunder berdasarkan aktivitas
Antibakteri
Profil optimasi waktu produksi metabolit sekunder dapat digunakan
untuk menentukan jangka waktu (durasi) yang tepat (optimal) dalam
melakukan fermentasi isolat tersebut sampai diproduksi antibakteri. Profil
optimasi waktu produksi metabolit sekunder ini ditentukan dengan
membuat grafik dengan sumbu X adalah lama fermentasi (hari) dan sumbu Y

adalah rata-rata diameter zona hambat.
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6. Analisis actinomycetes dengan Spektrofotometri UV-VIS
Analisis kultur actinomycetes menggunakan spektromoter ultraviolet-
visible (UV-Vis) dengan panjang gelombang 200 — 400 nm dilakukan setelah
didapatkan supernatan dalam jangka waktu 14 hari dan direplikasi sebanyak 3
kali.
7. Pemanenan

Kultur uji yang sudah diinkubasi selama 14 hari disaring menggunakan
corong buchner. Terpisah antara supernatan dengan biomassa sel kemudian
ambil supernatan untuk dilakukan proses ekstraksi.

8. Ekstraksi

Ekstraksi dengan menggunakan etil asetat dengan perbandingan volume
etil asetat:cairan kultur (1:1). Dilakukan pemisahan antara pelarut dengan
senyawa antibakteri dengan menggunakan evaorator. Setelah volume
berkurang, pengoptimalan pemisahan dengan cara di pekatkan dengan
menggunakan waterbath agar tidak terdapat pelarut.

9. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi lapis tipis dilakukan dengan cara menotolkan ekstrak pada
plat dengan bantuan pipa kapiler 5uL. Ekstrak etil asetat sebanyak 8 mg
dilarutkan dengan metanol 40 pL. Dielusi dengan larutan pengembang di
dalam wadah tertutup rapat. Fase diam yang digunakan adalah silica gel
F254. Fase gerak yang digunakan adalah kloroform : metanol (7:3). Masukkan
eluen/ fase gerak kedalam chamber dan dibiarkan hingga jenuh didalam

chamber. Plat KLT dimasukkan ke dalam chamber dan biarkan sampel pada
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plat KLT terelusi, kemudian dikeringkan. Dilihat profil pemisahan senyawa
pada plat, dideteksi dengan lampu UV 254 nm dan 366 nm kemudian tentukan
nilai Rf nya (Alfian Syarifuddin, 2019).

E. Analisis hasil

Analisis yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

a.

b.

Pengambilan data berat sel yang dihasilkan selama 14 hari berupa kurva.
Tampilan data kurva dari analisis Spektofotometri UV-VIS dari supernatan
yang di uji.

Pengambilan data dari zona hambatan terhadap bakteri  Staphylococcus
aureus dan Escherichia coli.

Pengukuran diameter zona hambat dengan jangka sorong atau dengan
penggaris.

Pengujian zona hambat dengan menggunakan supernatan dari isolasi bakteri
actinomycetes TE234 selama 14 hari.

Analisis data menggunakan aplikasi SPSS.

Dilakukan pengujian SPSS yaitu zona hambat yang di hasilkan oleh isolat

TE234 terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus aureus tujuan nya

yaitu untuk melihat pengaruh dari isolat TE234 terhadap bakteri uji.
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F. Jadwal Penelitian

Kegiatan Bulan/Tahun

November | Desember | Januari

Persiapan Laboratorium dan survei bahan

Preparasi alat dan bahan

Proses Penelitian (pembuatan kultur
bakteri dan mulai melakukan optimasi
pertumbuhan isolat bakteri actinomycetes
TE234)

Uji  aktivitas  antibakteri ~ dengan
menggunakan metode sumuran terhadap
bakteri Escherichia coli dan
Staphylococcus aureus.

Pengujian supernatan dengan
menggunakan Spektrofotometri UV- Vis
dengan panjang gelombang 200-400.

Pengumpulan data

Analisis data

Menyusun laporan




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

1. Mengetahui profil pertumbuhan bakeri Actinomyecetes isolat TE234

berdasarkan berat sel.
. Mengetahui profil pertumbuhan bakteri Actinomycetes berdasarkan serapan
Spektrofotometri UV-VIS.
. Mengetahui waktu produksi metabolit sekunder dari cairan kultur isolat
Actinomycetes (isolat TE234) sebagai senyawa penghasil senyawa antibiotik
berdasarkan aktivitas terhadap bakteri Escherichia coli dan Staphylococcus
aureus.

B. Saran
. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai produksi metabolit sekunder
sebagai penghasil antibiotik dengan menggunakan ekstrak dari isolat bakteri
Actinomycetes (isolat Te234).
. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai sequencing DNA untuk

mengetahui strain dari isolat Actinomycetes (isolat Te234).
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