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Bioautografi Antibiotika Hasil Fermentasi Mutan Streptomyces griseus ATCC 10137
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Bioautography of a novel antibiotic produced by fermentation process of Streptomyces griseus ATCC
10137 had been investigated by using streptomycin standord. High Performance Thin Layer
Chromatography had been carried out by using KH,PO, 5% solution as a solvent, and Bacillus subtilis
PCT 219 as a bacterial test. Bioautogram showed that Rf value of spot derived from the antibiotic extract
isolated from the fermentation filtrate is 0.63, which has significant different with Rf value of strepiomycin
standard 0.15. It was found that the antibiotic and streptomycin standard inhibited growth of Bacillus

subtilis PCI 219.
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PENDAHULUAN

Actinomycetes aerobik memiliki arti penting di
kalangan para ahli bakteriologi, bioteknologi, genetika
dan ekologi (Pirouz, 2005), karena kemampuannya
menghasilkan molekul bioaktif. Salah satu genus
Actinomycetes yang terkenal karena potensinya
memproduksi senyawa aktif adalah genus Streptomyces.
Sebagai contoh molekul bioaktif yang sangat penting
dalam menunjang dunia medis atau dunia pertanian
(Lividans, http://www.turkuamk.fi/ varsta/lividans.htm),
ialah golongan antibiotika tetrasiklin yang dihasilkan
oleh S. aureofaciens dan pravastatin  penurun
kholesterol yang dihasilkan oleh S. carbophylus.

Streptomyces griseus ATCC 10137 secara alami
dapat memproduksi antibiotika golongan
aminoglikosida (AAG) berinti streptidin streptomisin
(Vakulenko, 2003) yang memiliki daya hambat terhadap
bakteri Gram positif dan Gram negatif. Berdasarkan
konsep mutasi, mikroba dapat mengalami mutasi karena
pengaruh bermacam-macam mutagen, antara lain
senyawa kimia dan pengaruh fisika, misalnya radiasi
sinar  Ultra  Violet  (http://trishul.sci.gu.edu.au/
courses/ss12bmi/mutation html, 2005). Mutasi dapat
pula terjadi secara alami, karena penyimpanan mikroba
vang terlalu lama (Isnaeni, 1998). Manifestasi akibat
mutasi bermacam-macam, dapat terjadi perubahan
secara morfologis maupun fisiologis Beberapa
mutasinton telah dicoba ditambahkan ke dalam media
fermentasi Streptomyces sp. untuk mutasi biosintesis
antibiotika (Claridge, 1979).

Berdasarkan rekomendasi dari Osaka University,
Streptomyces griseus ATCC 10137 yang digunakan
dalam penelitian ini telah mengalami mutasi alami
setelah disimpan selama 20 tabun. Perubahan
morfologis akibat mutasi tidak ada, tetapi warna koloni
yang semula putih (Buchanan, 1991) berubah menjadi
putih kekuningan. Gambaran sel secara mikroskopik
elektron menunjukkan bahwa antara wild fpe dan
mutannya tidak ada perbedaan. Secara fisiologis ada
perbedaan dalam kemampuan metabolisme karbohidrat
(Busheel, 1988; Isnaeni, 1998). Dalam penelitian ini
akan dilakukan fermentasi mutan S. griseus ATCC
10137 dan mengamati kemampuan mutan dalam
menghasilkan antibiotika. Isolasi dan identifikasi serta
uji daya anti bakteri antibiotika hasil fermentasi
dilakukan dengan menggunakan streptomisin sebagai

pembanding. Hasil penelitian diharapkan dapat
memberikan informasi apakah mutan S. grisews ATCC
10137 mampu menghasilkan antibiotika sama dengan
wild type S. griseus ATCC 10137.

Pemilihan metode bioautografi didasarkan atas
pertimbangan bahwa dari bioautogram yang diperoleh
dapat diketahui jumlah komponen atau senyawa yang
ada dalam filtrat hasil fermentasi (setelah isolasi dengan
kromatografi kolom) dan daya antibakteri masing-
masing komponen terhadap bakteri uji (Betina, 1983).
Berdasarkan harga Rf masing-masing noda pada
bicautogram dapat disimpulkan, apakah antibiotika
yang dihasilkan oleh mutan S. griseus ATCC 10137
sama atau berbeda dengan standar streptomisin.

BAHAN DAN METODE

Bahan penelitian. Media Nutrient Agar, Media
Potato Dextrose Agar (PDA), Media International
Streptomyces Project (ISP-4), media Sg2 (media
pertumbuhan) dan SgP1 (media produksi antibiotika).
Larutan KH,PO, 5% dan Silica Gel GF,s; masing-
masing digunakan sebagai eluen dan pelat pada
KLTKT. Sebagai mikroba penghasil antibiotika
digunakan mutan Streptomyces griseus ATCC 10137
dan sebagai bakteri uji digunakan Escherichia coli dan
Staphylococcus  aureus  yang  diperoleh  dari
Laboratorium Mikrobiologi / Teknologi Fermentasi
Jurusan Teknik Kimia Fakultas Industri ITB, sedang
mikroba uji Baciflus subtilis PCI 219 yang diperoleh
dari National Institute of Health of Japan.

Produksi biomassa 8. griseus ATCC 10137.
Kultur pada media persediaan PDA berumur empat hari
dipindahkan ke dalam 10 mL media pertumbuhan 1SP-4
cair, dikocok 180 putaran per menit (PPM) selama 24
jam pada suhu 28 °C. Sebanyak 5 mlL suspensi
dipindahkan ke dalam 50mL media pertumbuhan ISP-4
cair, dikocok 180 PPM pada suhu 28 °C dan pH awal
7,3. Pengambilan sampel untuk membuat kurva
pertumbuhan dilakukan setiap tiga jam, disentrifugasi,
supernatan dibuang, sel dicuci dengan air suling,
dikeringkan pada suhu 105 °C sampai diperoleh berat
konstan, Kecepatan pertumbuhan dinyatakan sebagai
berat kering sel per satuan waktu (hari).

Produksi AAG dari mutan S. griseus ATCC
10137. Kultur pada media persediaan PDA berumur
empat hari dipindahkan ke dalam 25 mL media
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:v:':-;_: cair, dikocok 180 PPM selama 24 jam
sz sutu 28 °C. Sebanyak 20 mL suspensi dipindahkan
‘= Zz2m 200mL media pertumbuhan Sg2, diinkubasi
pecs roiy shaker dengan kecepatan pengocokan 180

= snhu 28°C sampai awal fasa stasioner,
feemo g 6000 PPM selama 10 menit, supernatan
Souene sel dicuci dua kali masing-masing dengan 2,5
=L Wzl 0.5%. disentrifugasi 6000 PPM selama 10
mens Supernatan dibuang, sel dimasukkan dalam
I sebanyak 10% (b/v), diinkubasi pada rotary
zn kecepatan pengocokan 180 PPM pada

s=lama empat hari.

??"'uhan dan Kkarakterisasi antibiotika §
E -ujaahan antlblotlka dari kaldu ferment351

.i..___,_

g e T
-?-.!_A_

DT ;::_:: xmmatocraﬁ kolom penukar kation
Bmbeine CG-50 (NTL,*) menurut Isnaeni (1998),
memoecsn modifikasi metode isolasi yang telah
f wmien oleh Okachi and Nara (1977).

Femapisan AAG mutan S, griseus ATCC 10137.

Semmoesan 4 AG ditujukan untuk mengetahui adanya inti
sr=mocm dan 2-DOS dalam antibiotika mutan S. griseus
“T0C 10137 Elat kromatografi kolom filtrat hasil
‘wmesas ditotolkan  pada kertas  kromatografi,
L= -zkzn dan disemprot dengan pereaksi warna
S;='_'-.:.:: dan Na-nitroprusid untuk identifikasi gugus
summ i dalam inti streptidin. Warna ungu kemerahan
s =ooak setelah kertas dikeringkan. Sebagai
semmmpzc noda untuk 2-DOS  digunakan ninhidrin.
S o= S keunguan akan tampak setelah kertas

Smmmesion pada subu 110 °C selama 10 menit (Tsnaeni, 1998).
Bisa=tografi antibiotika mutan S .griseus ATCC
“BI3T  Fraksi  aktif hasil kromatografi kolom
___-f.__;; dipekatkan dengan liofilisasi
ser. Sebanyak 6 pl. konsentrat
__ﬁ_u_:: p da lempeng KLTKT, dielusi dengan
s KH-PO. 3% (Claes, 1982). Bioautogram dibuat
Lememe czmz meletakkan hasil KLTKT (yang telah
Ci=mosian dengan aliran udara untuk menghilangkan
- » di atas permukaan media agar perbenihan
Selees cawan petri yang berisi media Nutrient Agar
:.:':_-:_:i'_;:;_‘. bakteri uji B. subtilis PCI-219 (0,5
5 -edia) kemudian disimpan di dalam lemari
= s=ama dua jam agar proses difusi senyawa dalam
ogram ke dalam media sempurna. Cawan
parkan dari lemari es, lempeng KLTKT
Sk dari permukaan agar, biakan diinkubasi pada
miy EIL selama 24 jam. Zona yang terbentuk pada

oo moce diamati dan diukur diameternya. (Isnaeni, 1998).

EASTI. DAN PEMBAHASAN
Dara hesil pengamatan kecepatan pertumbuhan dan kurva
ouhan mutan S, griseus ATCC 10137 dalam media
o-masing tersaji pada Tabel 1 dan Gambar 2.
"o Hiomassa mencapai puncak pada jam ke 24 dengan
wmian sl 640 g/10mL, sehingga untuk pemindahan
momassa ke dalam media fermentasi atau produksi antibiotika
Slmoden 24 jam setelah inokulum awal dikocok dalam
==t setumbuhan, Bentuk kurva mengikuti bantuk kurva
semmbuhan secara umuim; vaitu bell shape, seperti kurva
s=mambohan S fradice dan S, kapamyeeticus KJ-1 yang
Zlmoorian oleh Hotta dan Ishikawa (1988).
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Tabel 1. Hasil pengamatan berat sel kering mutan S.
griseus ATCC 10137 per satuan waktu dalam

media pertumbuhan Sg2
Waktu Berat kering miselia
(jam) (x 10 mg/10mL.)
0 15,3
12 433
24 640
36 607
48 500
60 407
72 395
78 393
700 + y
g o1 |
e |
g 400 ?
§' 300 ,
= 200 i
- i
& 100 4 i
a + : - :
o 10 20 30 40 50 B0 70 80
Waitu gam)

Gambar 1. Kurva pertumbuhan mutan S. griseus
ATCC 10137 dalam media Sg2 pada suhu 28°C,
kecepatan pengocokan 180 PPM

Tabel 2. Hasil pengamatan berat sel kering, pH fermentasi
dan potensi antibiotika mutan S. griseus ATCC 10137
dalam media fermentasi SgP1 pada suhu 28°C

Wakin  pH  Diameter oma  Beratkering miselia

(lam) hambatan (mm) (x10mg/3mL)
0 717 y 143
6 7,24 - 163
w781 = 179
24 871 - 198
3 878 18,00 210
54 8,56 22,00 176
66 828 23,00 149
9 845 22,00 121

114 8,54 21,00 58

162 851 20,50 47

186 851 11,50 ° 49

Alur waktu fermentasi dalam media SgP1 tersaji pada
Gambar 3 berdasarkan data dalam Tabel 2. Kurva Gambar
3 disajikan untuk menunjukkan profil hubungan antara
produksi biomassa dengan produksi antibiotika, ternyata
mengikuti pola non-assiciated. Potensi antibiotika
(dinyatakan sebagai diameter zona hambat) mencapai
puncak pada jam ke-66, pada saat jumlah sel mulai
menurun karena lisis dan pH optimal untuk fermentasi
pada saat itu adalah 8,28. Fermentasi dihentikan pada jam
ke-66, untuk selanjutnya dilakukan isolasi dan identifikasi
antibiotika. Menurut Szabo ef al. (1985), pembentukan
AAG dalam streptomyces terjadi antara fasa sporulasi dan
germinasi, untuk melindungi hifa yang masih muda dari
pengaruh lingkungannya.
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Cambar 3 Alur waktu fermentasi S, griseus ATCC

10137 dalam media SgP1

Sccamz umum antibiotika  aminoglikosida  dapat
Si=f=sikan sebagai antibiotika turunan oligosakarida
pseudosakarida, minimal tersusun dari  satu
mo=iml amimosiklitol atau aminosikloheksanol yang
‘i secara glikosidik  dengan  satu  molekul
smmosavanida lain (Rinehart and Strosahne, 1976).
g izn struktur intinya, AAG yang banyak
Smmesfaatian di dunia medis adalah AAG berinti 2-

Secismireptamin (2-DOS) dan streptidin (streptomisin
“=s=m2 tumumannya). Oleh karena itu, dalam penelitian
@ Cizkukan penapisan untuk mengetahui apakah
moam 5 griseus ATCC 10137 menghasilkan AAG
semmn sireptidin atau 2-DOS. Apabila akibat mutasi

b e wduksi 8. griseus ATCC 10137
o AAG berinti 2-DOS, akan merupakan
=mwien yang sangat berharga, karena perkembangan
“rmmen sirepfidin selama  ini jauh lebih  lambat
;::::;m - turunan 2-DOS, terkan dencran ngldltas

memwoukkan bahwa fraksi aktif hasﬂ kromatografi
ioom menunjukkan daya hambat terhadap Bacillus
méwdis. ‘;s., herichia coli dan Staphylococcus aureus.
iuga memberikan reaksi positif terhadap

s=mroprusid, suatu  reaksi  identifikasi  untuk
Temooukkan adanya inti guanidin (Claes, 1983). Untuk

_-ﬂs;'f__‘ apakah inti guanidin tersebut merupakan

S225 satu keuntungan metoda bioautografi adalah
s=x= untuk pemisahan dan identifikasi, juga dapat
w20 untuk mengetahui aktivitas biologis secara
amesung dari matriks yang komplek, terutama terkait

Semgan kemampuan suatu senyawa — menghambat
peumbuhan mikroba (Rahalison, 1994), Bioautografi
secarz langsung pada KLT ekstrak tanaman untuk wji
mifns telah  dilakukan  (Rahalison,  1994),

mmakan beberapa jamur patogen sebagai mikroba
st kromatogram KLTKT dapat diketahui jumlah
tomoonen dalam sampel yang ditotolkan berdasarkan
wmizh noda (dengan penampak noda yang sesuai),
2 data bioautogram memberikan informasi jumlah
onen sampel yang memiliki aktivitas terhadap
mukroba uji baik secara kualitatif maupun kuantitatif,

Isnaeni

Bicautogram antibiotika mutan
8. griseus ATCC 10137 dengan
bakteri uji B. subtilis PCI-219,
eluen larutan KHzPOs 5%

Gambar 4. Bioautogram filtrat hasil fermentasi
antibiotika mutan Streptomyces griseus ATCC
10137, pada pelat KLTK dengan eluen larutan
KH,PO, 5% dan bakteri vji B. subiilis PCI-219 S
dan F masing-masing adalah standar streptomisin
dan fraksi hasil kromatografi kolom

Bioautogram KLTKT fraksi aktif hasil kromatografi
kolom filtrat hasil fermentasi antibiotika mutan S
griseus ATCC 10137 pada Gambar 4 menunjukkan dua
noda dengan harga Rf yang jauh berbeda. Streptomisin
standar (S) menghasilkan Rf 0.15, sedangkan antibiotika
dalam filtrat hasil fermentasi (F1) memberikan harga Rf
0.65. Kedua noda memberikan daya hambat terhadap
bakteri uji, sedang fraksi F2 dan F3 tidak menunjukkan
aktivitas, Untuk meyakinkan bahwa noda F1 hanya
terdiri dari satu komponen dan untuk menentukan
struktur senyawa tersebut, perlu dilakukan identifikasi
lanjut dengan menggunakan instrumen lain, misalnya
HPLC (Claes ef al., 1974; Whall, 1981) dan GC-MS
(Isnaeni, 1998). Hasil identifikasi lanjut akan
memberikan informasi, apakah antibiotika yang
dihasilkan oleh mutan Streptomyces griseus ATCC
10137 termasuk antibiotika baru. Penelitian ini hanya
melakukan identifikasi secara kualitatif, untuk
membandingkan potensi antibiotika hasil fermentasi
dengan streptomisin perlu dicari terlebih dahulu
Konsentrasi Hambat Minimum (Minimum Inhibition
Consentration).  Selanjutnya  dibuat  suatu  seri
konsentrasi baku  streptomisin  yang mewakili
konsentrasi rendah, menengah dan tinggi untuk
menentukan rasio potensi antibiotika analit.
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