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MOTTO

Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah; dan
tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana. Demikianlah
Kami mengulangi tanda-tanda kebesaran bagi orang-orang yang bersyukur.

(Terjamahan Surat Al-A 'raf Ayat 58)"

Ditengah gurun yang tertebak, jadilah salju abadi. Embun pagi tak akan kalahkan

dinginmu, angin malam akan menggigil melewatimu. Dan setiap senti gurun akan

terinspirasi karena kau berani beku dalam neraka, kau berani putih meski sendiri,
karena kau....berbeda.””

g Departemen Agama Republik Indonesia. 1998. 4I-Quran dan Terjemahannya.
Semarang: PT. Kumudasmoro Grafindo.

Dee. 2006. Filosofi Kopi. Jakarta: Truedee Books & Gagas Media.
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RINGKASAN

Produksi Antibiotik yang Menghambat Candida albicans oleh Isolat Actinomycetes
L18 pada Media Ekstrak Jagung, Fuad Bahrul Ulum, 031810401025; 2007; 35
halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam

Universitas Jamber.

Isolat actinomycetes 1.18 berpotensi sebagai penghasil antibiotik yang dapat
menghambat pertumbuhan jamur patogen yang dapat dimanfaatkan dalam bidang
farmakologi dan pertanian. Pemanfaatan isolat actinomycetes hasil eksplorasi dari
alam agar produksi antibiotik yang dihasilkan meningkat maka perlu dikaji kondisi
yang optimum untuk pertumbuhannya dengan menguji kesesuaian suatu jenis media
produksi untuk produksi massal dan produksi antibiotik. Jagung merupakan salah
satu komoditas pertanian Indonesia yang digunakan sebagai bahan baku industri.
Hasil samping pengolahan jagung telah dimanfaatkan sebagai substrat pertumbuhan
mikrob dalam industri kertas dan farmakologi. Salah satu golongan mikrob yang
mampu menghasilkan antibiotik pada substrat yang mengandung limbah cair
pengolahan jagung adalah actinomycetes. Pada penelitian ini isolat actinomycetes
L18 diuji produksi antibiotik ekstrak kasar pada media ekstrak jagung yang
ditambahkan NaCl dan CaCOs.

Penelitian ini bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jerber. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Juni sampai dengan bulan Agustus 2007. Biakan yang diuji
adalah isolat actinomycetes .18 dan sebagai jamur idikator yaitu C. albicans.
Prosedur penelitian meliputi pembuatan media ekstrak jagung, peremajaan biakan,
pengamatan pola pertumbuhan isolat actinomycetes 1.18 dan aktivitas hambatan

antibiotik ekstrak kasar dalam ekstrak kulturnya selama pertumbuhan dalam media

ekstrak jagung.



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Hasil penelitian menunjukkan”bahwa spora isolat actinomycetes L18 yang
diinokulasikan pada media ekstrak jagung setelah diinkubasi dengan agitasi 110 rpm
dan suhu 30° C mengalami pertumbuhan menjadi bola-bola misellia yang berwarna
putih kekuningan. Hasil pengukuran biomassa isolat actinomycetes L18 yang
ditumbuhkan pada media ekstrak jagung menunjukkan pola pertumbuhan seperti pada
bakteri lainnya. Akan tetapi sampai akhir inkubasi 192 jam, pertumbuhan isolat
tersebut hanya menunjukkan fase adaptasi dan fase eksponensial saja. Hasil uji
penghambatan antibiotik ekstrak kasar yang diperoleh dari cairan media pertumbuhan
isolat actinomycetes L18 terhadap C. albicans menunjukkan antibiotik yang bersifat
membunuh jamur dihasilkan pada inkubasi 168 jam, sedangkan pada inkubasi
sebelum dan sesudah 168 jam antibiotik yang dihasilkan bersifat menghambat
pertumbuhan saja. Berdasarkan pola pertumbuhan antibiotik diproduksi sejak fase
adaptasi dan berlanjut selama fase eksponensial secara fluktuatif. Berdasarkan hasil
uji titer antibiotik isolat actinomycetes .18 pada media ekstrak jagung didapatkan
bahwa nilai titer aktivitas antibiotik ekstrak kasar tersebut adalah sebesar 10.240
AU/ml.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Isolat actinomycetes L18 yang diperoleh dari hasil penelitian eksplorasi
actinomycetes asal lokal diketahui berpotensi sebagai penghasil antibiotik yang dapat
menghambat pertumbuhan jamur patogen (Sutoyo, 2006). Menurut Augustine et al.
(2005a) actinomycetes penghasil antibiotik yang dapat menghambat pertumbuhan
jamur dapat dimanfaatkan dalam bidang farmakologi untuk produksi antibiotik.
Aghighi ef al. (2004) menyebutkan bahwa actinomycetes juga dapat dimanfaatkan
dalam bidang pertanian sebagai inokulum untuk pengendalian hayati terhadap mikrob
penyebab penyakit tanaman.

Pemanfaatan isolat actinomycetes hasil eksplorasi agar produksi antibiotik
yang dihasilkan meningkat maka perlu dikaji kondisi yang optimum untuk
pertumbuhannya (Liang, 2003). Salah satu upaya yang perlu dilakukan adalah uji
kesesuaian suatu jenis media produksi untuk produksi massal dan produksi antibiotik
(Kobinata dan Osada, 1998). Menurut Waksman (1959) media yang sesuai untuk
pertumbuhan dan produksi metabolit tertentu termasuk antibiotik oleh actinomycetes
adalah media yang mengandung komponen nutrisi berupa karbon dan nitrogen.
Sejumlah penelitian menyebutkan bahwa rasio karbon dan nitrogen (C:N) dalam
media pertumbuhan mikrob berpengaruh terhadap produksi massal (Engelkes ef al.,
1997) dan antibiotik (Habilitationsschrift er al., 2002).

Jagung merupakan salah satu komoditas pertanian Indonesia. Produksi
jagung pada tahun 2006 mencapai 12.136.798 ton (www.bexi.co, Tanpa Tahun).
Pemanfaatan jagung selain sebagai makanan pokok sebagian masyarakat Indonesia,
adalah sebagai bahan baku industri untuk pembuatan makanan dalam kaleng, pakan

ternak, minyak jagung, dan tepung jagung (Departemen Pertanian, Tanpa Tahun).

Hasil samping pengolahan jagung yang dikenal dengan corn steep liguor telah
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dimanfaatkan sebagai substrat pertumbuhan mikrob dalam industri kertas (Akhtar et
al., 1997) dan farmakologi (Cardinal dan Hedrick, 1947).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Keller dan Heckman (2006)
diketahui bahwa jagung mengandung senyawa karbon berupa gula tereduksi dan
asam organik; senyawa nitrogen berupa protein kasar, asam amino, dan enzim; dan
vitamin maupun nutrisi lainnya. Cardinal dan Hedrick; Moyer dan Heatley (dalam
Islam dan Akhmad, 1956) menyatakan bahwa Jagung telah dimanfaatkan sebagai
media kultur untuk produksi antibiotik dalam skala industri karena kandungan
nitrogen komplek yang terdapat pada jagung. Hasil penelitian Kobinata dan Osada
(1998) menyebutkan bahwa media yang mengandung Jagung ternyata baik digunakan
dalam produksi antibiotik yang dihasilkan oleh actinomycetes. Sehubungan dengan
hal tersebut maka perlu diteliti bagaimanakah pertumbuhan dan produksi antibiotik
yang dihasilkan oleh isolat actinomycetes L18 yang ditumbuhkan pada media ekstrak

jagung.

1.2 Rumusan Masalah

Upaya pengembangan potensi antibiotik yang dihasilkan isolat
actinomycetes 1.18 dapat dilakukan dengan menguji kesesuaian suatu jenis media
untuk pertumbuhan dan produksi antibiotik. Media yang sesual untuk pertumbuhan
dan produksi antibiotik oleh actinomycetes adalah media yang mengandug senyawa
karbon dan nitrogen. Jagung merupakan media yang mengandung nutrisi berupa
senyawa karbon dan nitrogen. Untuk itu, maka penelitian ini dilakukan untuk menguji
pertumbuhan dan produksi antibiotik oleh isolat actinomycets L18 pada media

ekstrak jagung. Produksi antibiotik pada penelitian ini diamati berdasarkan

kemampuan penghambatan antibiotik ekstrak kasar terhadap jamur uji yang sensitif.
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1.3 Tujuan
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pertumbuhan dan produksi
antibiotik ekstrak kasar yang menghambat pertumbuhan jamur oleh isolat

actinomycetes L. 18 selama ditumbuhkan pada media ekstrak jagung.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut.
1. Memberikan informasi tentang produksi biomassa isolat actinomycetes 1.18 yang
ditumbuhkan pada media ekstrak jagung untuk pembuatan inokulum.
2. Memberikan informasi produksi antibiotik ekstrak kasar penghambat

pertumbuhan jamur oleh isolat actinomycetes L18 yang ditumbuhkan pada media

ekstrak jagung dalam skala laboratorium.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Actinomycetes Sebagai Penghasil Antibiotik

Actinomycetes pada awalnya dipertimbangkan sebagai organisme peralihan
antara jamur dan bakteri, namun pada saat ini telah disepakati sebagai bakteri karena
struktur selnya menunjukkan ciri organisme prokaryotik (Agrawal er al., 2006).
Sebagai bagian dari kelompok bakteri, actinomycetes merupakan bakteri Gram positif
dengan jumlah G+C lebih dari 50% (Srivibool dan Sukchotiratana, 2006).
Karakteristik actinomycetes yang menyerupai Jamur yaitu memiliki percabangan
misellium udara dan pembentukan spora serta pertumbuhannya pada media kultur
cair. Karakteristik tersebut terdapat pada beberapa genus actinomycetes antara lain
Streptomyces, Micromonospora dan bebarapa genus lain. Sedangkan karakteristik
lainnya sama dengan bakteri yaitu diameter hifa dan spora, kandungan senyawa kimia
dan biokimia (Waksman, 1959).

[solat actinomycetes 1.18 merupakan isolat hasil isolasi dari tanah pertanian
di Kecamatan Ledokombo Jember. Isolat tersebut memiliki karakter morfologi
makroskopis berupa warna koloni ungu muda, pigmentasi hartal coklat, dan tidak
menghasilkan eksudasi. Isolat actinomycetes 1,18 menghasilkan antibiotik pada
media cair Yeast Malt Extract selama 6 hari. Antibiotik yang dihasilkan isolat
actinomycetes 18 memiliki spektrum penghambatan yang luas, yaitu terhadap
Candida albicans, Fusarium sp, Aspergillus flavus, Penicillium sp, Aspergillus niger,
Aspergillus  oryzae, dan Rhizoctonia sp (Sutoyo, 2006). Pengamatan secara
mikroskopik pada penelitian ini menunjukkan bahwa isolat tersebut menghasilkan
spora yang berbentuk spiral. Bentuk spora isolat actinomycetes .18 seperti terlihat
pada Gambar 2.1.

Suzuki ef al. (2000) menyatakan bahwa actinomycetes merupakan mikrob

yang memiliki potensi paling besar dalam menghasilkan antibiotik. Berbagai jenis
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antibiotik telah banyak ditemukan, dipz;tenkan, dan dipasarkan setiap tahun yang
dimulai sejak 50 tahun lalu (Liew er al., 1998). Antibiotik merupakan salah satu
senyawa yang mampu mengontrol pertumbuhan jamur patogen (Oh dan Lee, 2000).
Oleh kerana itu antibiotik digunakan secara luas dalam bidang pertanian, kedokteran
hewan, kedokteran dan industri farmasi (Oskay et al., 2004).

Gambar 2.1 Morfologi Mikroskopis Isolat Actinomycetes L.18 Diamati dengan Mikroskop.

Menurut Tortora ef al. (2004) secara umun aktifitas antibiotik penghambat
pertumbuhan jamur tehadap sel target adalah merusak sterol jamur, merusak dinding
sel, dan menghambat pembentukan dinding sel. Sterol merupakan jenis lipid yang
terdapat dalam membran plasma. Dalam membran plasma jamur, sterol berperan
seperti ergolterol; atau dalam membran sel hewan dikenal sebagai kolesterol.
Antibiotik penghambat pertumbuhan jamur adalah senyawa yang mampu
menghambat sintesis sterol, sehingga menyebabkan kerusakan permeabilitas
membran plasma yang berakibat pada kematian sel (Igraham dan Igraham; Prescott
dalam Augustine et al., 2005a). Antibiotik juga mampu menghambat biosintesis -
glucan. Penghambatan biosintesis f-glucan meyebabkan dinding sel yang terbentuk
tidak lengkap sehingga menyebabkan lisis sel. Penghambatan sintesis dinding sel juga

dapat terjadi oleh pengubahan senyawa tertentu, misalnya flocytocine. Flucytocine
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merupakan suatu analog pirimidin sitosin yang berperan dalam biosinteis RNA dan
protein. Adanya toksisitas selektif yang disebabkan oleh antibiotik berpengaruh pada
sel jamur karena berubahnya flocyfocine menjadi 5-fluorouracil, dimana senyawa
tersebut mengganggu sintesis komponen dinding sel (Tortora et al., 2004).

Jamur yang memiliki sensitivitas tinggi terhadap antibiotik biasanya
digunakan sebagai mikrob uji untuk mengetahui potensi suatu antibiotik. Candida
albicans merupakan khamir yang biasa digunakan sebagai organisme uji dalam
pencarian antibiotik (Liew er al., 1998). Gupte dan Kulkarni (2002) menggunakan C.
albicans sebagai jamur uji untuk mengetahui potensi antibiotik yang dihasilkan oleh
Streptomyces chattanoogensis MTCC 3423. C. albicans merupakan khamir lonjong
yang bertunas (Alexoporus, 1960) yang menghasilkan pseudohyphae baik dalam
biakan maupun dalam jaringan dan eksudat (Jowest ef al., 1996). Koloni C. albicans
yang ditumbuhkan pada media dextrose agar dengan suhu 25° C berwarna krem
keputihan, lunak, dan berlendir. Pada inkubasi 72 jam dengan suhu 25° C ditemukan
tunas pseudohyphae dan hifa sejati dengan blastoconidia. Blactoconidia tersebut
terlihat seperti anggur yang tersusun memanjang pada lengan hifa. Terminal

chlamydoconidia dapat terbentuk pada inkubasi yang lebih lama (Berkhout, 1923).

2.2 Faktor Nutrien yang Diperlukan dalam Pertumbuhan dan Produksi
Antibiotik oleh Actinomycetes

Nutrisi merupakan salah satu faktor terpenting yang dibutuhkan dalam
proses metabolisme untuk pertumbuhan dan produksi antibiotik oleh actinomycetes
(Waksman, 1959). Nutrisi tersebut kususnya berupa senyawa karbon dan nitrogen
(Gupte dan Kulkarni, 2002). Pada actinomycetes sumber nutrisi senyawa karbon yang
sesuai untuk pertumbuhannya yaitu glukosa, maltosa, dekstrosa, pati, gliserol, dan
asam amino. Sedangkan sumber nutrisi senyawa nitrogen berupa protein, pepton, dan
asam amino (Waksman, 1959).

Metabolisme yang terjadi pada actinomycetes seperti pada mikrob lainnya

dibedakan menjadi metabolisme primer dan metabolisme sekunder (Martin dan
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Demain, 1980). Metabolisme primer bethubungan dengan reaksi yang dikatalis oleh
enzim yang berfungsi untuk menghasilkan energi untuk kehidupan mikrob. Dalam
metabolisme primer terjadi sintesis senyawa intermediet dan makromolekul seperti
protein dan asam nukleat. Metabolit primer diproduksi dalam jumlah seimbang dan
jarang diakumulasikan. Sedangkan metabolisme sekunder bersifat spesies spesifik,
berfungsi untuk pertahanan diri di alam, metabolit sekunder diproduksi secara
berlebih dan biasanya diakumulasikan (Turner, 1973). Metabolit sekunder biasanya
dalam bentuk senyawa dengan berat molekul rendah (Bevan dalam Alves, 1997).
Salah satu contoh metabolit sekunder yaitu antibiotik (Oskay et al., 2004).

Fase pertumbuhan actinomycetes disebut “frophophase”, sedangkan fase
produksi antibiotik disebut “idiophase” (Bu’lock et al. dalam Martin dan Demain,
1980; Madigan et al., 1997). Actinomycetes memproduksi antibiotik dalam batch
culture setelah sebagian besar sel benar-benar tumbuh, sehingga produksi antibiotik
bergantung pada fase pertumbuhan eksponensial (Sarkar dan Paulus, dalam Martin
dan Demain, 1980). Pengaturan waktu produksi antibiotik tersebut juga berhubungan
dengan sensitifitas actinomycetes selama pertumbuhan terhadap antibiotik yang
dihasilkan. Oleh sebab itu actinomycetes memproduksi antibiotik hanya ketika faktor
pertumbuhan mengalami penurunan (Bu’lock dalam Martin dan Demain, 1980).
Akan tetapi pada beberapa actinomycetes berlangsungnya tropofase dan idiofase
tidak dapat. dibedakan dengan jelas. Hal ini disebabkan beberapa actinomycetes

memproduksi antibiotik selama pertumbuhannya (Martin dan Demain, 1980).

2.3 Kandungan Senyawa Organik dan Anorganik dalam Jagung

Jagung mengandung protein sebanyak 4,1 gram, karbohidrat 30,2 gr, Lemak
1,3 gr, Kalsium 5,0 miligram, Fosfor 108 mg, Besi 1.1 mg, Vitamin A 117 SI,
Vitamin B 0,18 mg, dan Vitamin C 9,0 mg tiap 100 gramnya (Iskandar, 2005). Asam

amino yang terdapat dalam jagung didominasi oleh alanin yaitu 27,7 % atau

seperempat persen dari toal nitrogen sampel, sedangkan asam glutamat sebesar 7.93
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% dari sampel terhidrolisat dan 3 % dari sampel tidak terhidrolisat (Cardinal dan
Hedrick, 1947).

Jagung telah banyak dimanfaatkan sebagai substrat pertumbuhan dalam
industri farmasi untuk produksi antibiotik antara lain penisillin (Keller dan Heckman,
2006). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Indrawansyah (2006) kandungan
nutrisi yang terdapat dalam jagung mendukung pertumbuhan dan produksi antibiotik
actinomycetes. Streptothricin dibentuk dalam jumlah besar ketika terjadi pencernaan
protein atau asam amino seperti asam glutamat, glisin atau asparagin, digunakan

sebagai sumber nitrogen (Waksman, 1943).

2.4 Hipotesis

Isolat actinomycetes L18 megalami pertumbuhan dan menghasilkan

antibiotik dalam media ekstrak jagung.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu
Penelitian ini bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Penelitian

dilaksanakan pada bulan Juni sampai dengan bulan Agustus 2007.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dengan metode deskriptif. Topik yang dipelajari
adalah produksi antibiotik oleh isolat actinomycetes L18 yang ditumbuhkan pada
media ekstrak jagung. Untuk mengetahui hal tersebut diatas maka metode penelitian
ini mencakup hal-hal sebagai berikut.

1. Produksi antibiotik dipelajari dengan cara menumbuhkan inokulum actinomycetes
L18 pada media ekstrak jagung pada suhu 30° C selama 192 jam dan diagitasi
dengan kecepatan 110 rpm.

2. Produksi antibiotik diamati dengan mengukur aktifitas penghambatan antibiotik
yang diperoleh dari ekstraksi cairan media produksi dari setiap waktu inkubasi.
Pada waktu yang sama dilakukan pengukuran pertumbuhan isolat penghasil
antibiotik dengan mengamati pertambahan biomassanya. Data produksi antibiotik
dan biomassa isolat actinomycetes 1.18 pada masing-masing interval waktu
inkubasi ditampilkan dalam suatu kurva yang menggambarkan hubungan antara
produksi antibiotik setiap interval waktu inkubasi selama pertumbuhannya.

3. Antibiotik yang memiliki kemampuan penghambatan paling tinggi diukur secara

kuantitatif titer aktifitas penghambatannnya.
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3.3 Alat dan Bahan .
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat gelas, nongelas,
dan yang lainnya. Peralatan gelas yang digunakan yaitu cawan petri, mikrometer,
haemocytometer, tabung reaksi, tabung sentrifuge, labu Erlenmeyer, gelas ukur,
Beaker glass, gelas pengaduk, pipet tetes, dan pipet volume. Peralatan nongelas yang
digunakan yaitu rak tabung reaksi, jarum ose, pinset, pipet mikro, tip, tabung mikro,
kertas saring Waksman no.1, alumunium foil, kertas tisu, magnetic stirer, dan jangka
sorong. Peralatan lain yang digunakan terdiri atas lampu bunsen, neraca, inkubator,
autoklaf, hand counter, vortex, laminar air flow, mikroskop, pH meter, sentrifuge,

shaker water bath, oven, spektrofotometer GENESYS 20, dan kamera.

3.3.2 Bahan

Isolat-isolat yang diuji dalam penelitian ini yaitu isolat actinomycetes L18
asal Ledokombo Jember dan isolat C. albicans yang merupakan koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam.
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi media Potato Dextrose
Agar (PDA), media Potato Dextrose Broth (PDB), media Yeast Malt Extract Agar
(YMEA), Jagung Varictas Pioneer-10, metanol absolut, larutan garam fisiologis 0,85

% steril dan.alkohol.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pembuatan Media Ekstrak Jagung

Jagung diperoleh dari tanaman jagung yang berumur 68 hari. Jagung
dibersihkan, dipisahkan dari tongkolnya kemudian ditimbang sebanyak 10 gram. Biji
jagung kemudian dipanaskan dalam 1.000 ml akuades. Setelah mendidih selama 30
menit biji jagung disaring sehingga diperoleh larutan ckstrak jagung. Ke dalam

larutan ekstrak jagung tersebut kemudian ditambahkan CaCO; NaCl dan akuades

hingga volumenya mencapai 1.000 ml. Media ekstrak jagung tersebut selanjutnya



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

B

11

diatur pH-nya dengan menambahkan larutan NaOH 0,2 M atau HCL 0,2 M. Media

ekstrak jagung selanjutnya disterilkan dengan cara diautoklaf.

3.4.2 Peremajaan Isolat

Media yang digunakan untuk peremajaan isolat actinomycetes L18 yaitu
media YMEA. Isolat actinomycetes diinokulasikan dengan menggunakan jarum ose
pada media YMEA miring dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 14 hari. Sedangkan
peremajaan isolat C. albicans menggunakan media PDA. Isolat diinokulasikan
dengan menggunakan jarum ose pada media PDA miring dan diinkubasi pada suhu

30° C selama 24 jam.
3.4.3 Pertumbuhan dan Produksi Antibiotik Isolat Actinomycetes L.18

a. Pembuatan Inokulum Spora

Inokulum isolat actinomycetes 1.18 diperoleh dengan cara menambahkan 10
ml larutan Tween 80 0,1 % ke dalam biakan miring isolat actinomycetes L.18 umur 7
hari. Selanjutnya spora dilepaskan dengan menggunakan ose dan divorteks sampai
homogen. Suspensi tersebut difilter menggunakan alat filtrasi dan kertas saring
Waksman no. 1 sehingga diperoleh filtrat yang berupa suspensi spora tunggal yang
sudah terpisah dari hifanya. Spora kemudian dihitung menggunakan haemocytometer
(Queener dan Capone, 1974). Penghitungan spora dilakukan dengan cara sebagai
berikut. Suspensi spora dimasukkan diantara gelas penutup dan cekungan
haemocytometer. Suspensi akan menyebar oleh gaya kapilaritas (Cano dan Colme,
1986). Spora kemudian dihitung menggunakan mikroskop. Spora dalam semua kotak
besar dihitung, kemudian jumlah spora hasil perhitungan dari 25 kotak dirata-rata.
Misalnya jumlah spora rata-rata hasil perhitungan diperoleh 14. Selanjutnya angka

tersebut dikalikan dengan volume suspensi spora diatas kotak besar yaitu 1/1.250.000

per mililiter (panjang kotak kecil x lebar kotak kecil x dalam kotak kecil x 1/1.000
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ml = 1 X{X35 X5 ) Dari perkalian tersebut jumlah spora tanpa pengenceran yang
terhitung adalah sebanyak 17.500.000 sel/ml (Tortora et al, 2004).

Suspensi spora kemudian diatur kepadatannya schingga menjadi 1.67 x 107
spora/ml (OD = 0,1 pada panjang gelombang spektrofotometer 660 nm) (Gupte dan
Kulkarni, 2002) sebanyak 50 ml dengan dengan menggunakan rumus:

VixN;=V2x N,
Keterangan:
V| = volume suspensi biakan stok yang diperlukan (50 ml)
N, = kepadatan spora yang akan di buat (1.67 x 107 spora/ml)
V, = volume suspensi spora yang diperlukan (ml)

N, = kepadatan spora yang ada (spora/ml)

b. Pembuatan Kultur Isolat Actinomycetes 1.18 pada Media Ekstrak Jagung

Volume media yang digunakan sebanyak 25 ml dalam Erlenmeyer 50 ml
untuk masing-masing waktu inkubasi yang diuji dengan ulangan sebanyak dua kali.
Waktu inkubasi yang diuji yaitu 0, 12, 24, 36, dan seterusnya sampai 192 jam dengan
interval waktu 12 jam. Inokulum yang diinokulasikan ke dalam media yaitu sebanyak
5% suspensi spora dengan kepadatan 1.67x10’ sel/ml. Biakan ditumbuhkan dalam
shaker water bath pada suhu 30° C dengan agitasi 110 rpm (Gupte dan Kulkarni,
2002).

c¢. Pengukuran Pertumbuhan dan Produksi Antibiotik Isolat Actinomycetes .18
Pertumbuhan dan produksi antibiotik isolat actinomycetes 1.18 diamati pada
sctiap biakan dengan masing-masing waktu inkubasi. Pengukuran pertumbuhan
dilakukan dengan mengukuran pertambahan berat kering massa sel setiap interval
waktu selama inkubasi, sedangkan produksi antibiotik diamati dengan cara menguji
aktifitas penghambatan antibiotik yang diperoleh dari cairan kultur terhadap jamur uji

C. albicans. Biakan masing-masing waktu inkubasi dipanen, kemudian disentrifugasi

dengan kecepatan 3.000 rpm selama 15 menit (Voelker dan Altaba, 2001).
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Supernatan yang diperoleh diambil kerhudian digunakan dalam pengujian aktifitas
penghambatan pertumbuhan jamur uji dengan diekstraksi terlebih dahulu, sedangkan
pelet yang diperoleh digunakan untuk pengukuran biomassa dalam uji pertumbuhan

(Papagianni dan Mattey, 2006).

1) Pengukuran Biomassa

Masing-masing pelet yang diperoleh dari hasil pertumbuhan isolat selama
waktu inkubasi di cuci menggunakan akuades steril sebanyak dua kali. Selanjutnya
pelet dalam tabung sentrifugasi dikeringkan pada suhu 105° C selama 48 jam dan

ditimbang schingga diperoleh berat kering sel (Voelker dan Altaba, 2001).

2) Ekstraksi Antibiotik
Supernatan dari cairan biakan isolat actinomycetes L18 setiap waktu

inkubasi dievaporasi dalam oven dengan suhu 50 °C semalam. Ekstrak kasar yang
diperoleh kemudian diencerkan menggunakan metanol absolut sebanyak 1 ml.
Suspensi yang dihasilkan tersebut merupakan antibiotik ekstrak kasar. (Martins ef al,
2004). Antibiotik yang diperoleh siap diuji aktifitas penghambatannya terhadap C.

albicans.

3) Penghambatan Antibiotik

Pc]‘]gujizm aktifitas penghambatan antibiotik diawali dengan pembuatan
inokulum C. albicans. Pembuatan inokulum C. albicans dilakukan dengan cara
mensuspensikan satu ose C. albicans dari biakan miring ke dalam media PDB dan
diinkubasi pada suhu 30° C selama 4 jam. Media kultur C. abicans kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 3.000 rpm selama 5 menit. Supernatan yang
diperoleh dibuang, sedangkan pelet diresuspensikan dalam 4 ml larutan garam

fisiologis 0,85% steril dan dihitung kepadatan selnya dalam spektrofotometer pada

panjang gelombang 660 nm. Dari perhitungan tersebut kemudian dibuat 5 ml
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suspensi sel dengan OD = 1 atau kepadatan 1.5x10% (Gupte dan Kulkarni, 2002).
Kepadatan sel tersebut diperoleh dengan rumus:
VixN =VaxNs
Keterangan:
V| = volume suspensi biakan stok yang diperlukan (5 ml)
N, = kepadatan sel yang akan di buat (1.5x10* sel/ml)

V, = volume suspensi sel yang diperlukan (ml)

N, = kepadatan sel yang ada (sel/ml)

Produksi antibiotik oleh isolat actinomycetes L18 ditentukan berdasarkan
adanya aktifitas penghambatan antibiotik ekstrak kasar terhadap pertumbuhan C.
albicans. Aktifitas penghambatan antibiotik diuji menggunakan metode kertas
cakram. Suspensi C. albicans sebanyak 200 pl dibiakkan secara sebaran diatas 15 ml
media PDA dalam cawan petri dengan merata. Kertas saring Wakasman no.l yang
sudah dicetak menjadi bentuk lingkaran dengan diameter 0,55 ¢m dan disterilkan
diletakkan diatas media PDA yang sudah diinokulasi C. albicans. Antibiotik ekstrak
kasar isolat actinomycetes L18 sebanyak 20 ul dari setiap interval inkubasi di
teteskan pada kertas cakram (De Beer dan Sherwood , 1945; Enefiok-J-Nknga dan
Hagedorn, 1978). Cawan petri selanjutnya disimpan dalam suhu 4 °C selama 2 jam
supaya antibiotik dapat berdifusi secara maksimum (El-naggar er al, 2006).
Kemudian cawan petri diinkubasi semalam pada suhu 30° C. Aktifitas penghambatan
antibiotik - terhadap C. albicans diamati dengan mengukur diameter zona
penghambatan (Gupte dan Kulkarni, 2002). Antibiotik yang menunjukkan hambatan
tertinggi diuji titer aktifitasnya.

4) Uji Titer Aktifitas Penghambatan Antibiotik
Uji titer aktifitas penghambatan antibiotik dilakukan dengan pengenceran
secara berseri (1:2, 1:4, 1:8 dst.) antara cairan antibiotik ekstrak kasar dengan larutan

garam fisiologis  0,85% steril. Kemudian suspensi tersebut diuji aktifitas

penghambatannya terhadap . albicans. Aktifitas antibiotik dinyatakan dalam
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Arbitary Unit (AU). Satu AU/ml sama dengan perbandingan terbalik dari

pengenceran tertinggi yang masih menunjukkan penghambatan terhadap

pertumbuhan C. albicans (Mary-Harting et al, 1972).
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Media ekstrak jagung dengan rasio karbon dan nitrogen sebesar 22:1 dapat
mendukung pertumbuhan dan produksi antibiotik isolat actinomycetes L18. Isolat
actinomycetes 118 yang diinkubasi selama 192 jam menunjukkan fase pertumbuhan
eksponensial dengan berat kering tertinggi sebesar 0,352 gram. Produksi antibiotik
isolat actinomycetes L18 terjadi selama pertumbuhannya, dan mencapai produksi
tertinggi pada waktu inkubasi 168 jam dengan aktifitas fungisida terhadap C.

albicans. Titer antibiotik ekstrak kasar isolat actinomycetes L18 sebesar 10.240

AU/l

5.2 Saran

Pertumbuhan isolat actinomycetes L18 pada media ekstrak jagung perlu
diuji dengan waktu inkubasi yang lebih lama agar diperoleh pola pertumbuhan yang
lengkap dan diketahui produksi massal tertinggi pada media tersebut. Pertumbuhan
dan produksi antibiotik isolat actinomycetes L18 pada media ekstrak jagung perlu
diuji penambahan jenis dan konsentrasi nitrogen yang paling sesuai. Selanjutnya
perlu dilakukan karakterisasi antibiotik yang dihasilkan isolat actinomycetes L18
secara kualitatif, dan kuantitatif dan uji spektrum aktifitas penghambatannya terhadap

mikrob patogen pada manusia, hewan, serta tumbuhan.
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LAMPIRAN

A. Komposisi Media
A.1 Media Potato Dextrose Agar (PDA)

Komposisi ) Jumlah
Kentang 2,0 gr
Dextrosa 2,0 gr
Agar 2.0 gr
Akuades 100 ml

A.2 Media Potato Dextrose Broth (PDB)

Komposisi _ Jumlah
Kentang 2.0 gr
Dextrosa 2,0 gr
Akuades 100 ml

A.3 Media Yeast Malt Extract Agar (YMEA)

Komposisi Jumlah
Malt extract 1.0 gr
Yeast extract 0.4 gr
Glukosa 0.4 gr
Agar 1.8 gr
~ Akuades 100 ml

A.4 Media Ekstrak Jagung dengan pH 7,2-7.5 (dimodifikasi dari Gupte dan
Kulkarni, 2002)

Komposisi Jumlah
Jagung , 1,0 gr
CaCO, 0,1 gr
NaCl 0,5 gr
Akuades 100 ml

B. Bola Misellia Isolat Actinomycetes L18 yang Diperoleh dari Hasil Kulturnya
dalam Media Ekstrak Jagung
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C. Hasil Uji Titer Antibiotik Ekstrak Kasar dari Kultur Isolat Actinomycetes [.18
pada Media PDA Menggunakan C. albtans Sebagai Indikator

1/1024

{‘-
D. Hasil Uji Pengenceran Metanol pada Media PDA terhadap‘( a?bém.g §Ebggal
Indikator

H
e,
-
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E. Hasil Pengukuran Berat Kering Misellium Isolat Actinomycetes L18 yang
Ditumbuhkan pada Media Ekstrak Jagung
Waktu Inkubasi (jam)

Berat Kering Massa Sel (gram/25 ml)

0
12
24
36
48
60
72
84
96

108
120
132
144
156
168
180
192

0,105
0,131
0,128
0,130
0,102
0,190
0,141
0,132
0,144
0,167
0,174
0,152
0,163
0,242
0,216
0,283
0,352

F. Hasil Pengukuran Diameter Zona Hambatan Antibiotik Ekstrak Kasar Isolat
Actinomycetes L18 yang Ditumbuhkan pada Media Ekstrak Jagung terhadap

C. albicans

33

Waktu Inkubasi (jam)

Diameter Zona Bening (mm)

1 B . IV v Rata-rata

0 0,00 000 000 000 0,00 0,00

12 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00
24 1500 1540 14,00 16,00 11,00 14,28
36 1500 13,00 10,70 13,60 9,60 12.38
48 1540 1240 14,00 13,00 13,40 13,64
60 14,00 14,00 1220 14,00 13,10 13,46
72 14,50 14,50 13,00 14,10 12,00 13,62
84 11,00 950 9,60 960 9.60 9,86
96 960 800 900 820 810 8,58
108 1020 1020 10,10 10,00 9,10 9,92
120 12,00 13,10 13,10 12,30 12,60 12,62
132 14,80 12,00 14,10 14,10 13,00 13,60
144 13.00 13,60 13.60 13.00 14.10 13,46
156 10,60 14,30 13,10 14,00 12,20 12,84
168 1560 14,00 14,10 1410 14,10 14,38
180 11,40 13,10 10,00 11,50 9,50 11,10
192 1400 13.00 13.00 13.00 10,00 12,60
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G. Hasil Pengukuran Aktivitas Penghambatan Antibiotik Ekstrak Kasar Isolat
Actinomycetes 1.18 terhadap C. albicans dengan Pengenceran Berseri untuk
Penentuan Titer

Diameter Zona Bening (mm)

_{ No Pengencesan 1 2 3 4 5 Rata-rata

) I Tanpa Pengenceran 15,60 12,70 14,10 14.10 14.10 1412
2 1/2 11,00 10,70 10,70 10,70 10.30 10,68 |
3 1/4 10,50 10,50 10,50 10,50 10,50 10,50 i
4 1/8 1050 820 920 870 8.70 9,06 |
5 1/16 9,10 860 850 850 8.60 8,66 |
6 1/32 9,00 950 920 860 850 8.96
7 1/64 770 7,80 7.80 790 7.50 7.74
8 1/128 760  7.60 7.60 7.60 7.60 7,60
9 1/256 10,70 10,20 10.40 950 10.40 10,24
10 1/512 9,80 980 9,550 890 8.60 9,32
11 11024 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
12 1/2048 0,00 000 000 000 0,00 0,00
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H. Hasil Analisis Ekstrak Jagung terhadap pH, Kandungan C-Organik, dan N-total
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JL Kalimantan I1/23 Jember 68121
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HASIL ANALISA KIMIA /5 jm,
No : 668/125.1.3/T/PM2007; , " ] [y
S~—d MWVERSJ"T 7 "["'5'5’:!4/?'
Asal dari :  Fuad Bahrul UINfP'v Bro
Kode : 07/3/609 ]
Jenis :  Ekstrak jagung ®
Status contoh :  Disampling pemohon
Tanggal terima : 11 Juni 2007
Hasil Analisa
No Kode Contoh Kodc Lab pH N Tot C Org Keterangan
) 0]
|. | Ekstrak jagung | 009 6,7 0,04 0,89
2. | Ekstrak jagung 010 6,7 0,04 0,89
3. | Ekstrak jagung 011 6,7 0,04 0,89
4. | Ekstrak jagung 012 6,7 0,04 0,89
5. | Ekstrak japung 013 6,7 0,04 0,89
6. | Ekstrak jagung 0'4 6,7 0,04 0,89
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